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(54) TItie: OZONE-INDUCED GENE EXPRESSION IN PLANTS 



(54) Bezeichnung: OZON-INDUZIERTE GENEXPRESSION IN PFLANZEN 



(57) Abstract 
« 

Hie present invention relates to new DNA sequences, a method for producing new plants wMch contain a new DNA sequence, the 
coding sequence thereof being expressed af(tr ozone induction. The invention also relates to said new plants and the use of DNA sequencfs 
to produce ozone-responsive gene expression in plants and plant cells. Moreover, it relates to a new promoter, the specifici^ diereof being 
increased 1^ removal of die ozone response capad^ thereof. 

(57) Zusammenfassimg 

Die vQiiiegende Erfindung betrifft neue DNA-Sequenzen. eine Methode zur Eizeugung neuer Pfianzen, die eine neue DNA-Sequenz 
enthalten. deren kodierende Sequenz nach Ozon-Induktion exprimiert wird, diese neuen Pfianzen sowie die Vcnvendung der DNA-Sequenzen 
zur Erzeugung Ozon-responsiver Genexpression in Pflanzen und Pflanzenzellen. Andcrcrseits betrifft die vorliegende Erfindung einen neuen 
Promotor, dessen SpezifitSt durch Beseitigung seiner Ozon-Responsivitat eifaOht ist. 
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Ozon-Xnduzierte Genexpreaalon in P£lanzen 



5 Die vorliegende Erfindung betrifft neue DNA-Sequenzen, eine 
Methode zur Erzeugxmg neuer P£lanzen, die eine neue DNA-Sequenz 
en thai ten, deren kodierende Sequenz nach Ozon-Induktion expri- 
xniert wird, dieae neuen Pf lanzen sowie die Verwendting der DNA- 
Sequenzen zur Erzeugung Ozon-reaponaiver Genexpreaaion in 
10 Pf lanzen und Pflanzenzellen. Andereraeita betrifft die vorlie- 
gende Erfindung einen neuen Promotor, deaaen Spezifitat durch 
Beaeitigung aeiner Ozon-Reaponaivitat erhoht iat. 

Die Ozonkonzentrationen in der xmteren Tropoaphare uber den 
15 Kontinenten der Nordlichen Hemiephare haben aich im Lauf e der 
letzten hxmdert Jahre in Folge verstarkter induatriellen Akti- 
vitaten atandig erhoht (Volz and Kley (1988) Nature 332 . 240- 
242) . Inzwiachen erreichen die Ozonwerte voriibergehende Spit- 
zenkonzentrationen von 100 nl/1 bia 200 nl/1 in Europa imd 
20 Nordamerika (Krupa et al. (1995) Environ, Pollut. 82^ 119-126) 

Die. Phytotoxizit&t dee Luf tachadatof f ea Ozon iat gut unteraucht 
,und dokumentierti z.B. in Heagle (1989) Annu. Rev. Phytopathol. 
27, 397-423; Heath (1994) In: Alacher, Wellbum (ed) "Plant 
25 reaponaea to the gaaeoua environment**, pp. 121-145, Chapman & 
Hall, London. Eine verrdLngerte Nettophotoayntheae und ver- 
atarkte fruhzeitige Seneazenz aind im allgemeinen daa Ergebnia 
einer aolchen Ozonbelaatung, die dadurch geringerea Pflanzen- 
wachatum und niedrigere Emteertrage zur Folge hat. 

30 

Obwohl Ozon mittela Diffuaion durch offene Stomata in die 
Pflanzenzelle eindringt, iat die Ozonkonzentration in den 
InterzellularrSumen dea Blattea faat gleich Null, unabhangig 
von der Umgebunga -Ozonkonzentration (Laiak et al. (1989) Plant 
3 5 Phyaiol. 90, 1163-1167) . Ea wird derzeit angenommen, daS Ozon 
raach mit Beatandteilen der Zellwande und dea Plaamal emmaa 
reagiert und in reaktiv Saueratof f apeziea wie Superoxid- 
Anionen, Hydroxylradikale und Wasaeratof fperoxid, die in Ozon- 
behandeltem Pf lanzenmaterial unter Verwendung von Elektronen- 
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Bpinreeonansspektroskopie detektiert wurden, umgowandelt wird 
(Mehlhorn et ai^ (1990) Physiologia Plantartiin 79, 377-383). Der 
sogenannte "oxidative burst", d.h. daa rasche Entstehen einer 
relativ hohen Menge an reaktiven Sauerstof fspeziee, kaim durch 
5 Veranderung der Permeabilitat der Plasmamembran, Inaktivierung 
von redoxsensitiven Proteinen und verstarkte Lipidperoxidation 
zu einer dramatischen StSrung der normalen Zellfunktion fflhrea. 

Jungste Untersuchxingen zeigten, da& in Ozon-behandelten Pflan- 
10 zen eine verstarkte Biosynthese unspezif ischer Abwehr enzyme, 
deren Aufgabe in dem Schutz lebender Zellen vor Schadigung 
durch oxidativen Strefi besteht, stattfindet (Kangaajfirvi et a^. 
(1994) Plant, Cell and Environment 17, 783-794) . Dennoch ist 
die fur die Ozon-induzierte Genaktivierung verantwortliche 
15 Signaltransduktionskette, die die entsprechende Information 
fiber die Bildung apoplastischer reaktiver Sauerstof f spezies in 
den Zellkem tragt, bis heute nicht verstanden. Derzeit warden 
verschiedene Faktoren, wie Anstieg der Calcixamkonzentration im 
Cytosol (Price s£ aJ^ (1994) The Plant Cell £, 1301-1310), Bil- 
20 dung von Salicyls&ure (Klessig and Malamy (1994) Plant Mol. 
Biol. 26, 1439-1458) und the Phytohormone Jasmonsaure (Parmer 

(1994) Plant Mol. Biol. 26, 1423-1437) xind Bthylen (Ecker 

(1995) Science 268, 667-674), als mdgliehe, durch oxidativen 
'Strefi verursachte Signalverbindungen, die generell an pflanz- 

25 lichen Abwehrreaktionen beteiligt sind, diskutiert. 



In Untersuchtingen mit Ozon-begasten Tabakpf lanzen konnte ge- 
zeigt werden, daS Ozon eine verstSrkte Expression verschiedener 
Krankheitsresistenzgene, namlich einiger PR- (Pathogenesis - 

30 related) -Pro teine, verursacht (Ernst et al^ (1992) Plant Mol. 
Biol, aa, 673-682; Ernst e£ jO^ (1996) J. Plant Physiol. 148 . 
215-221; Eckey-Kaltenbach sfc jtLe. (1994) Plant Physiol. 104 r 67- 
74). Diese Ergebnisse weisen darauf hin, daS ein von Ozon 
verursachter oxidativer Strefi die Expression und Regulation 

35 pflanzlicher Abwehrgene in ahnlicher Heise beeinflxifit, wie er 
fiir Pathogenbefall beschrieben wurde. Gegenw&rtig stehen nur 
sehr begrenzte Inf ormationen uber ci£-Regulationselement und 
Transkriptionsfaktoren, die mdglicherweise an der Kontrolle der 
Genexpression unspezif ischer Abwehrgene als Antwort auf ver- 
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schiodene Umwelteinf lusao beteiligt aind. zur Verffigung (Lee et 
al_^ (1994) Eur. J. Biochem. 226, 109-114) . Allerdinga laaaen 
biaherige Ergebniaae vermuten, daS im Fall der fur die PR- 
Proteine kodierexiden Gene getrezmte oder zumlnd at nur tail- 
5 weiae uberlappende Signal tranaduktionawege exiatieren (Somaaich 
(1994) In: Nover (ed) "Plant promotera and tranacription fac- 
tora'S pp. 163-179, Springer- Verlag, Berlin; Dolferua et al. 
(1994) Plant Phyaiol. 105 . 1075-1087). 

10 Fur die Aktivitat der an der Phytoalexinayntheae beteiligten 

Stilbenaynthaae (STS) iat ebenfalla bekannt, dafi aie in adulten 
Pflanzen durch UmweltatreSf aktoren, wie z.B. Pathogenbef all 
(Langcake (1981) Phyaiol. Plant Pathol. 18, 213-226), UV-Licht 
(Fritzeaeier and Kindl (1981) Planta 151, 48-52) und Ozon 

IS (Roaemann et al. (1991) Plant Phyaiol. 97, 1280-1286) induziert 
wird. Xm Gegensatz dazu wurde in Keimlingen ein konatitutivea 
Expreaaionamuater beobachtet (Sparvoli et al. (1994) Plant Mol. 
Biol. 24# 743-755) . 

20 Stilbenaynthaaeenzyme katalyaieren die Synthese von Stilbenen 
wie Reaveratrol bzw. Pinosylvin aua einem Molekfll p-Cumaroyl- 
CoA bzw. Cinnamoyl-CoA und drei Einheiten Malonyl-CoA. Sowohl 
Reaveratrol ala auch Pinoaylvin beaitzen Phytoalexineigenachaf - 
ten uad antifoingale Aktivitat und haben ala Phytoalexine zuaam- 

25 men mit anderen aua dem Phenylpropanatof fwechael abgeleiteten 
Stilbenen eine wichtige Funktion dLn der Abwehr von Krainkheita- 
erregem (Hart (1981) Annu. Rev. Phytopathol. 19, 437-458). 

STS-Gene koamen in einigen nicht miteinamder verwandten P£lan- 
30 zenapeciea, wie z.B. ErdnuS (Schroder et al. (1988) Eur. J. 
Biochem. 172; 161-169), Weinrebe (Hain et al. (1993) Nature 
361 . 153-156) und Kiefer (Fliegmazm et al. (1992) Plant Mol. 
Biol. 18, 489-503), vor und aind in grofieren Genfamilien, 
beatehend aua aecha oder mehr Genen, organiaiert (Lanz et al . 
35 (1990) Planta 181 , 169-175; Wieae et al^ (1994) Plant Mol. 



Biol. 26., 667-677) . 



Experimente mit tranagenen Tabakzellen deuteten darauf hin, dafi 
die Expreaaion der Stilbenaynthaae hauptaachlich au£ Tranakrip- 
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tioneebeno recruliort wird \md die Strefi-induzierto Signaltrano- 
duktlonakette in verschledenen P£lanzenspezie8 im Lau£e der 
Evolution konserviert worden ist (Hain et al^. (1990) Plant Mol. 
Biol. 15, 325-335) . 

5 

STS-Gene aus Erdnxifi ( Araehla hvpoaaea ) und Weinrebe (Vitis 
viai£fi£&) wurden bereits isoliert (Schroder a£ al. (1988) guora 
bzw. Hain at al^ (1993) supra ) und in transgenen Pflanzen zur 
Expression gebracht (Hain s£ al^ (1990) supra bzw. Hain ^ al^ 
10 (1993) auora ) . 

Pdr Stilbensynthase kodierende DKA-Sequenzen sind beispiels- 
weise aus der europ&ischen Patentschrif t BP 0 309 862, der 
deutschen Patentanmeldung OE-A-41 07 396, der europ&ischen 

15 Patentanmeldung 0 464 461 sowie der X7S-Patentschri£t 5,500,367 
bekannt. In diesen Dokumenten wird die Isolierung von 
Stilbensynthase-Genen vmd ihre Verwendung zur Erzeugung von 
transgenen Pflanzen beschrieben. Die resultierenden transgenen 
Pflanzen weisen eine erhohte Resistenz gegenuber verschledenen 

20 Pflanzenschadlingen, wie Pilzen, Bakterien, Insekten, Viren und 
Nemalboden auf . STS-Gene enthaltene Plasmide wurden bei der 
Deutschen Sammlung von Mikroorganismen (DSM) , Mascheroder Weg 
IB, D-38124 Braunschweig hinterlegt, so z.B. auch das Vstl-6en 
aus Weinrebe in dem Plasmid pVstl unter der Hinterlegungsnummer 

25 DSM 6002 (DE-A-41 07 396, EP-A-0 464 461, US-Patent 5,500,367). 

W&hrend inzwischen auch die Verwendung von STS-kodierenden Se- 
quenzen zur Erzeugung mannlich steriler Pflanzen und verander- 
ter Bliitenfarbe beschrieben wurde (deutsche Patentanmeldung DE- 
30 A-44 40 200), ist ein mdglicher Zusanmenhang zwischen STS-Oen- 
expression und Ozon-Induktion bis heute vollkommen unerforscht. 

Es gibt inzwischen verschiedene Hinweise darauf , daS es fur 
eine moglichst effiziente Krankheitsresistenz basierend auf der 
35 Expression von STS-Genen in transgene Pflanzen vorteilhaf t ist, 
wenn die Expression des heterologes STS-Gens (bzw. der hetero- 
logen STS-Gene) in der Pflanze erst durch das angreifende 
Pathogen, d.h. erst dtirch die Interaktion von Pflanze und 
Krankheitserreger, stimuli rt wird (Fischer and Hain (1994) 
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Current Opinion in Biotechnology 5, 125-130; Fischer (1994) 
"Optimiertmg der heterologen Expression von Stilbensynthase- 
genen fxir den Pf lanzenschutz" , Universitat Hohenheim) . Hier£ur 
spricht besonders die Beobachtung, dafi die Fathogen-induzierte 
5 STS-Genexpression lokal auf den Inf ektionsort begrenzt ist und 
transient stattfindet^ d.h. die STS -Expression steigt relativ 
rasch auf ein Maximxnn an und klingt innerhalb von weniger als 
48 h wieder ab (Hain et al^ (1993) supra ) . Ebenso zeigten 
Untersuchungen mit transgenen Tabakpf lanzen^ in denen STS -Gene 

10 unter dem konstitutiven 35S RNA Promoter von Cauliflower Mosaic 
Virus zur Expression gebracht wurden, da& die in diesen Pflan- 
zen erzielte Krankheitsresistenz geringer ist als in Pflanzen, 
die die gleichen Gene unter Kontrolle des Pathogen- induzier- 
baren homologen STS -Promoters nach Pilzbefall exprimierten 

15 (Fischer and Hain (1994) supra ? Fischer (1994) supra ) , In jedem 
Fall ist es wfinschenswert, daS die STS-Expression in transgenen 
(Kultur) pflanzen, die aufgrtind der eingebrachten STS-Gene eine 
erhohte Krankheitsresistenz aufweisen, alleine (und erst) durch 
den Befall von Pathogenen \ind nicht zusatzlich (bzw. bereits 

20 vorher) durch unerwunschte UmweltstreSf aktoren, wie Ozon, -akti- 
viert tmd kontrolliert werden. 

Cs ist somit eine wichtige Auf gaUbe der biotechnologischen 

Pf lanzenschutzforschung, eine spezif ischere Expression pflanz- 

25 licher Abwehrgene in Pflanzen zu realisieren, urn auf diesem 

Wage molekularbiologische Strategien zur Erzeugung wider stands- 
kr&ftigerer Pflanzen kontrollierbar xmd ef fizient timsetzen zu 
konnen. Ein wichtiger Aspekt hierbei ist das Ausschalten uner- 
vrunschter unspezif ischer Umwelt stimuli, wie z.B. die Induktion 

30 bestimmter Abwehrgene durch Ozon, UV-Licht, Schwermetalle, ex- 
treme Temperaturen und andere abiotische Stimuli , 

Es ist somit eine wichtige Aufgabe der vorliegenden Erfindxing^ 
neue DNA-Sequenzen bereitzustellen, die tinmittelbar an der 
35 Ozon-induzierten Expression von Resist enzgenen beteiligt sind. 



Eine weitere Aufgabe der Erfindung besteht darin, Moglichkeiten 
zur Beseitigung der Ozon- Induktion, d.h. zur Ausschaltung \iner- 
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wunechter Stimulierxmg der Genexpression durch Ozon, au£zuz i- 
gen. 

Desweiteren ist es eine wichtige Aufgabe der Erfindung, eine 
5 DNA-Sequenz zu liefern, mit deren Hilfe Stilbenaynthasegene 
erst nach Kontakt der Pf lanze mit einem Pathogen tind nicht 
durch Ozon-Stimullertmg in transgenen Pflanzen zur Expression 
gebraeht werden konnen. 

10 Wie eingangs bereits erwahnt wurde, ist eine stete Zunahme der 
Ozonbelasttmg zu beobachten, die auch drastische Einfltisse auf 
die Vegetation ausubt. Die Beobachtung und Bestiaaimng der Ozon- 
konzentrationen in der Luf t stellen bereits heute einen Schwer- 
ptxnkt der chemiechen, physikalischen und biologischen lAm^elt- 

15 forschung dar. In diesem Zusammenhang stellen sogenannte Bio- 
monitoren, mit deren Hilfe Ozonbelastungen und deren Folgen, 
besonders der phytotoxischen Effekte, qualitativ tmd quanti- 
tativ ein£ach zu bestimmen sind, ein wichtiges Instrument dar. 

20 Somit liegt eine weitere Aufgabe der Erfindung in der Bereit- 
stellung von DMA-Sequenzen, die zur Erzeugung gezielt Ozon- 
induzierbarer Promotoren verwendet werden konnen. Mit Hil£e 
solcher Promotoren konnen sog. Reportergene, deren Eacpression 
durch einfache ena^ymatische Tests nachweisbar ist und die in 

25 der biotechnologischen Forschung wohlbekannt sind, au£ sehr 
einfache und zuverlassige Weise als Biomonitoren Einsatz 
finden. 

Weiter ist es eine Aufgabe der Erfindung, ein System bereitzu- 
30 stellen, mit dessen Hilfe bestimmte Gene, deren Genprodukte in 
der Lage sind, in Zellen reaktive Sauerstof f spezies zu entgif- 
ten, im Bedarfsfall, also bei hoher Ozonbelasttmg, '^angeschal- 
tet" werden konnen. Genauer gesagt, soil durch die Bereitstel- 
lung von DNA-Sequenz en, die fur Ozon- responsive Genregulation 
35 verantwortlich sind, eine Ozon-induzierbare Expression solcher 
Gene, wie z.B. Katalase- und/oder Superoxiddismutasegene, mog- 
lich werden. Somit ist es eine Aufgabe der Erfindung, DMA- 
Sequenz n bereitzustellen, die zur Erzeugung eines durch Ozon 
induzierbaren zellularen "Ozon-Schutzsystems*" eingesetzt werden 
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konaen. Waitore Aufgab n der Erfinduag ergebea sich aus der 
folgeaden Beschrelbuag . 

Diese Aufgabea werdea durch die Gegeastaade der uaabhaagigea 
5 Aaspruche. iasbesoadere basieread auf der Bereitstellung der 
erfiaduagsgemasea DNA-Sequeazea, die uaaittelbar aa Ozoa- 
iaduzierter Geaexpressioa ia Pflaarea beteiligt siad, gel6st. 

Wir habea iiberraschead gefuadea, daS eiae bestimate pflaazliche 

10 Nukleiasauresequeaz uaaittelbar aa der Ozoa-respoasivea STS- 
Expressioa beteiligt ist. Wahread Experimeate mit traaegeaea 
Tabakkeimliagea uad -pflaazea, die das gebrauchliche Raporter- 
gea ui^ aus E^ coli, das fur eiae /S-Glucuroaidase kodiert, 
uater Koatrolle verschiedea laager 5 ' -Deletioaen des Vstl- 

15 Proaotors aus Waiarabe expriaierea, darauf hiaweisea, dafi 
zuaiadest aiaige fur die Pilziaduktioa veraatwortliche cifi- 
Eleaeate ia dea Bereich des Proaotors liegea, der die Basea- 
paare -140 bis -280 (voa Traaskriptioasstart aus gerechaet) 
TJafaSt (Fischer (1994) fitspra) , ist der Baraich der Vstl- 

20 Sequeaz, der die Baseapaare -280 bis -430 uafafit, ffir eiae 
Starke- Aktivieruag der Geaexpressioa durch Ozoa esseatiell. 
Aufgruad uasare Experiaeata koaata gezaigt werdea, dafi eia 
Vstl-Proaotor, der aur aoch die Baseapaare bis eiaschliafilich 
-280 besitzt (uad dea soait die weiter upstreaa liegeadea Vstl- 

25 Proaotorsequeazea fehlea) aicht aehr Ozoa-iaduzibel ist. Wie 
obea erwahat, ist dieser verkurzte Proaotor aber trotzdea aoch 
in der Lage, Pathogea-iaduzierte Geaexpressioa der durch iha 
koatrolliartaa kodiereadea Sequeaz zu veraittela (siehe Fischer 
(1994) supra ) . 

30 

Uasere Aaalysea lassea desweiteraa eiaea Zusaaaeahaag zwischea 
der Behaadluag voa Pflaazea ait Ozoa uad eiaer verstSrktan Bio- 
aynthese bzw. Fraisetzuag voa E thy lea ia dea Pf laazeazellea 
verautea. Deaaach ist eiae Mitwirkuag Ethyl ea-respoasiver 
35 Eleaeate bei der Ozoa- iaduzier tea Geaexpressioa aicht auszu- 
schliefiea. Eatsprechead kaaa uater Beriicksichtiguag bekannter 
cis-Eleaeate, die derzeit ia Zusaaaeahaag ait Ethylea-Respoasi- 
vitat diskutiert werdea (Sessa et al^. (1995) Plaat Mol. Biol. 
23,, 145-153; Shiashi e£ ^ (1995) Plaat Mol. Biol. 27, 923- 
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932) eine Beteiligung dea Sequenzbereichs dea Vstl -Promoters 
der dxe Ba-npaare -283 bie -273 umfafit, an einer Ozon- 
induzierten STS-Genexpression nicht ausgeschloseen warden. 

5 Somit umfaEt der hier eratuoals beschriebene Ozon- responsive 
DMA-Sequenzbereich die Baaenpaare -270 bis -430 des Vstl- 
Promotors aus Weinrebe. 

So»it betriff t die vorliegende Erflndung die i„ Anapruch 1 
10 definierte DHA-Sequenz (SEQ ID NO:l) : 

ACTTTTCGAG CCCCTTGAAC TGGAAATTAA TACATTTTCC ACTTGACTTT 
TOAAAAGGAG GCAATCCCAC GGGAGGGAAG CTGCTACCAA CCTTCGTAAT 
GTTAATGAAA TCAAA6TCAC TCAATGTCCG AATTTCAAAC CTCANCAACC 
CAATAOCCAA T, 

15 die ffir Ozon-lnduzierte Genexpreasion in Pflanzen essentiell 
ist. m einar bevorzugten Auafubrrmgaform handelt es sich bei 
der erfindungagemafien DNA-Sequenz van eine DNA-Sequenz, die aus 
weinrebe, und beaondera bevorzugt aua de» Stilbensynthaae-Gen 
Vatl aua Weinrebe (Basenpaare -270 bia -430), staamt. 

20 

Die Erfindung betrifft weiter eine Promotorregion dea Vatl- 
Gena, der mindestena die D2«w-Sequenz, die die Baaenpaare -270 
bia -430 dea Vstl-Gens umfaSt, fehlt. m einer bevorzugten 
Ausffihrungafor» handelt ea aich urn eine Promotorregion dea 
25 vatl -Gens, die nur den Sequenzbereich voa Tranalationaatart bia 
Baaenpaar -270 dea Vstl-Gena uafafit. Besondera bevorzugt iat 
die Promotorregion, der der Sequenzbereich von -270 bia -430 
d a Vatl-Gena fehlt, in der Lege, eine pathogen-induzierbare 
6 nexpreaaion in Pflanzen zu vermitteln. 

30 

Weiter betrifft die Erfindung chimfire Nukleinsauremolekule, in 
die die DNA-Sequenz der Baaenpaare -270 bia -430 dea Vatl-Gens 
Oder aindeatena ein Fragment dieaea Sequenzbereicha eingefuhrt 
w^rde. Beaondera bevorzugt ermSglichen die chimaren Nuklein- 
35 aauremolekixle der Erfindung aufgrund der Anwesenheit der DNA- 
Sequent der Baaenpaare -270 bia -430 dea Vatl-Gena oder mindes- 
tens eines Teilbereiches davon eine ozon-induzierbare Expr s- 
sion der in ihnen enthaltenen kodierenden Regi nen in Pflanzen 
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Die erfindungegemafien NukleixiBauremolelcule konnen beliebige 
NukleinoauremolekClle sein, Insbeaondere DNA- odor RNA-Molekule, 
beispi Isweise cDNA. genomische DNA, mRNA etc, Sie konnen 
natiirlich vorkoxmnende oder durch gentechniache oder chemische 
5 Syntheseverfabren hergestellte Molekiile sein. 

Durch die Bereitstellung der erf indiingsgemafien DNA-Sequenzea, 
Promo torregionen, Niikleineauremolekule oder Vektoren besteht 
nun die Moglichkeit, pflanzliche Zellen mittels gentechnolo- 

10 gischer Methoden dahingehend zu verandem, dafi sie eine ozon- 
induzierbare Merkmalaauspragiing aufweisen. Weiter besteht nun 
die Moglichkeit, pflanzliche Zellen mittels gentechnologischer 
Methoden dahingehend zu verandem, daS sie ein oder mehrere 
Oene, die naturlicherweise aufgrimd der Anwesenheit der DNA- 

15 Seguenz gemaS Anspruch 1 oder einer dayon ableitbaren oder 

einer mit ihr homologen DNA-Setjuenz Ozon-induzierbar ist, nicht 
mehr durch Ozon induzierbar, bevorzugt im wesentlichen durch 
Pathogene induzierbar, auspr&gen. 

20 Ein besonderer Vorteil der Erfindung besteht darin, daZ die 

Ozon-Induktion von naturlicherweise Ozon-induzierbar en Genen in 
Pflanzen und Pf lanzenzellen durch Deletion der DNA-Sequenz 
gemaS Anspruch 1 oder mindestens eines Fragments davon in den 
Genen, die diese DNA-Sequenz oder eine davon ableitbare oder 

25 ine mit ihr homologe DNA-Sequenz naturlicherweise enthalten, 
ausgeschaltet werden kann. 

Ein weiterer Vorteil der Erfindung besteht darin, da& natfir- 
licherweise nicht oder nicht wesentlich durch Ozon induzierbare 

3 0 Gene unter Verwendung der erf indungsgemafien Nukleinsauresequen- 
zen in Pflanzen und Pf lanzenzellen Ozon-induzierbar ausgepragt 
werden konnen. In einer bevorzugten Ausfuhnmgsf ozm kontrol- 
liert die Nukleinsauresequenz, die fur die Ozon- induzierbare 
Expression verantwortlich ist, oder mindestens ein Fragment 

3 5 davon, die Expression von Genen, deren Genprodukte in der Lage 
sind, reaktive Sauerstof f spezies , die u. a. als Folge von Ozon 
in Pflanzenzell n entstehen konnen, zu entgiften. In einer 
besonders bevorzugten Ausf uhrungsf orm kontrolliert diese 
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Nukleinoaur aequenz die Expression von Katalase- und/oder 
Super oxiddi smu tas e - Genen . 

In einer altemativ n Ausfuhrungsf orm kontrolliert die fur die 
5 Ozon-induzierbare Genexpression verantwortliche DNA-Sequenz die 
Expression von Reportergene, die zur quantiativen und/oder 
qualitativen Bestismnxng von Ozonkonzentrationen und zur Bewer- 
tung von Ozonauswirkungen, gemessen wird. Solche Reportergene 
konnen z^B. das ui^-Gen aus E^ coli . das fur das Enzym fi- 
10 Glucuronidase (OUS) kodiert. Lucif erase-Gene oder andere in der 
pflanzlichen Biotechnologie gebrauchliclie Gene sein. Geeignete 
Reportergene sind jedem in dem Gebiet der Biotechnologie, 
Biochemie oder Holekularbiologie ausgebildeten Pachmann 
bekannt . 

15 

Waiter betrifft die vorliegende Erfindung Vektoren, welche die 
oben genannten DNA-Sequenzen oder Promotorregionen oder Teile 
davon enthalten. Die vorliegende Erfindung betrifft somit auch 
Vektoren, insbesohdere Plasmide, Cosmide, Viren, Bakteriophagen 
20 und andere in der Gentechnik gangige Vektoren, die die oben 
beschriebenen erf indungsgen&Sen Nukleinsauremolekule enthalten 
und gegebenfalls fur den Transfer der erf indungsgema&en 
Nukleinsauremolekule auf Pf lanzen bzw. Pf lanzenzellen einge- 
setzt werden k5nnen* 

25 

Ebenso betrifft die Erfindiing trans formierte Milcroorganismen, 
wie Bakterien, Viren, Pilze, die die erf indungsgemaSen Nuklein- 
sauresequenzen enthalten. 

30 Es ist ebenso eine Aufgabe der Erfindung, neue Pflanzen und 
Pf lanzenzellen bereitzustellen, die sich durch das Fehlen der 
Ozon-induzierbaren Expression von Genen, die naturlicherweise 
i» Pflanzen durch Ozon induziert werden, auszeichnen. 

35 Diese Aufgabe wird durch die Bereitstellung der fur die Ozon- 
Induktion verantwortlichen ONA-Seguenz und die Bereitstellung 
von Promotoren, denen diese Sequenz fehlt und di aus diesem 
Grund eine nicht m hr durch Ozon-induzierbare Genexpression der 



wo 97/49823 



PCT/EP97/03187 



- 11 



durch si Jcontrollierten Gene in Pflanzen xind pflanslich n 
Zellen ermdglichen, geloat. 

Die Aufgabe, Ozon-responsive Genexpresaion von Genen, die 
S natiirlicherweise nicht durch Ozon induzierbar sind, zu erm6g- 
liehen, wird ebenfalls durch Bereitstellung der erf indungsge- 
maSen DMA-Sequenz geloet. Dadurch warden Pflanzen und Pflaazen 
zellen bereitgestellt, die gezielt bei Ozon-Anwesenheit 
bestimmte Merkxaale auspr&gen. 

10 

In einer bevorzugten AuB£{ihrung8f orm handelt: es eich un 
trans formierte Pflanzen und Pf lanzenzellen, in denen Gene Ozon 
induzierbar expriniert werden, deren Genprodukte in der Lage, 
Bind reaktive Sauerstof f speziea in Pf lanzenzellen zu entgiften 

15 Besonders bevcrzugt handelt es sich hierbei um Katalase- 

und/oder Superoxiddismutase-Oene. Altemativ konnen Pflanzen 
und Pflanzenzellen (einschlieElich Protoplasten) erzeugt 
werden, die sog. Reportergene nach Zndxiktion durch Ozon 
auspragen und die ggf . als Biomonitoren eingesetzt werden 

20 kSnnen. 

Gegenstand der Erfindung sind somit transgene Pflanzen, die die 
oben beschriebenen reJconbinanten Miakleinsauremolekaie, inte- 
griert in das pflanzliche Genom vorliegend, enthalten. Bei 

25 diesen Pflanzen kann es sich im Prinzip um jede beliebige 
Pflanze handeln. Vorzugsweise ist es eine nonokotyle oder 
dikotyle Nutzpflanze. Beispiele fur monokotyle Pflanzen sind 
die Pflanzen, die zu den Gattungen Avena (Haf er) , Triticum 
(Weizen) , Secale (Roggen) , Hordexjm (Gerste) , Oryza (Reis) , 

30 Panicum, Pennisetum, Setaria, Sorghum (Hirse) , Zea (Mais) 
gehoren. Bei den dicotylen Nutzpflanzen sind u.a. zu nennen 
Baunnvolle, Leguminosen, wie Hulsenf ruchte und insgesondere 
Alfalfa, Sojabohne, Raps, Tomate, Zuckerrube, Kartoffel, 
Zierpflanzeu, Baume. Weitere Nutzpflanzen kotmen Obst (insbe- 

35 sondere Apfel, Bimen, Kirschen, Weintrauben, Citrus, Ananas 
und Bananen) , Olpalmen, Tee-, Kakao- und Kaf f eestraucher, 
Tabak, Sisal sowie bei Heilpflanzen Rauwolfia tind Digitalis 
sein. Besonders bevorzugt sind di Getreide Weizen, Roggen, 
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Hafer, Gorste, Rois, Mais und Hirse, Zuckorr<ibe, Raps, Soja, 
Tomate, Kartoffel und Tabak. 

Gegenstand der Erfindiing ist ferner Vermehrungsmaterial von 
5 erfindungsgemafien Pflanzen, beiapielsweise Samen, Fruchte, 
Stecklinge, Knollen, Wurzelstocke etc., aowie Telle dieser 
Pflanzen wie Pflanzenzellen, Protoplasten xmd Kalli. 

Die Pflanzenzellen uafassen diff erenzierte und undif f erenzierte 
10 Pflanzenzellen (einschlieSlich Protoplasten) , sowie 

Pflanzenzellen (einschlieSlich Protoplasten) , in denen die 
erf indungsgemasen NxxkleinsauremolekQle integriert in das 
pflanzliche Genom oder ala autonome Molekule (einschliefilieh 
transiente Transformation) vorliegen. 

15 

In einer weiteren Auafuhrungsf orm betrifft die Erfindting Wirts- 
zellen, inabesondere prokaryontische xmd eukaryontische Zellen, 
die mit einem oben beschriebenen rekombinanten Nukleinsaure- 
molekai Oder einem Vektor transf ormiert bzw. infiziert wurden, 
20 und Zellen, die von derartigen Wirtszellen abstaamen und die 
beschriebenen Nukleins&uremolekule oder Vektoren enthalten. Die 
Wirtszellen kSnnen Bakterien oder Pilzzellen sowie pflanzliche 
Oder tierische Zellen sein. 

« 

25 Der vorliegenden Erf indxing liegt auSerdem die Aufgabe zugrunde, 
Verfahren zur Herat el lung von Pflanzen und Pflanzenzellen 
aufzuzeigen, die sich durch Fehlen einer Ozon-induzierbaren 
Expression elnes Gens, deseen Expression in Pflanzen \ind 
Pflanzenzellen naturlicherweise durch Ozon stimuliert wird, 

30 auszeichnen. 

Diese Aufgabe wird durch Verfahren gelost, mit deren Hilfe die 
Erzeugung neuer Pflanzen vnd Pflanzenzellen, die diese 
naturlicherweise vorkommende Ozon-induzierte Genexpression 
35 nicht aufweisen, moglich ist. 

Der vorliegenden Erfindung liegt. wie oben bereits erwahnt, 
ebenfalls die Aufgabe zugrtinde, Verfahren zur Herstellung von 
Pflanzen und Pflanzenzellen, die solche Gene, deren Expression 
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nattirlicherweiae nicht oder nicht weoentlich durch Ozon 
aktiviert wird, nach Ozon-Stimulierung exprimieren, bereitzu- 
stellen. Diese Aufgabe wird durch Verfahren gelost, mit deren 
Hilfe Pflanzen und Pflanzenz alien erzeugt werden konnen, die 
5 nach EinfOhrung der erf indungagemafien DNA-Sequenzen oder 

mindestens eines Teilbereiches davon in natiirlicherweise nicht 
Oder nur schwach ozoninduzierbare Gene diese Gene nach Ozon- 
Stimulierung expriaiieren. 

10 Zur Erzeugung solcher neuer Pflanzen bzw. Pf lanzenzellen bieten 
sich verachiedene Methoden an. Zum einen konnen Pflanzen bzw. 
Pflanzenzellen mit Hilfe herkommlicher genteehnologischer 
Transformationsmethoden derart verandert werden, daS die neuen 
Nukleinsauremolekule in das pflanzliche Genom integriert 

15 werden, d.h. daS stabile Trans forman ten erzeugt werden. 

ErfindungsgemaS werden Pflanzen bzw. Pflanzenzellen, die 
aufgrund des Feblens der erf indungsgemSfien Nukleinaauresequenz 
Oder mindestens eines Fragmentes davon eine Ozonindtiktion 
20 des/der diese Sequenz naturlicherwei^e enthaltenden Gens/^ 
nicht mehr zeigen, durch ein Verfahren hergestellt, das 
folgende Schritte umfafiti 

a) Deletion der im Anspruch 1 definierten DMA-Seguenz bzw. 

einer Sequenz, die sich von dieser Sequenz ableiten lafit 
25 Oder die mit dieser Sequenz homolog ist, oder mindestens 

eines Fragments dieser Sequenz aus einem Gen, das nach 
der Deletion der erf indungsgemaSen DNA- Sequenz Regula- 
tionselemente, die fiir die, ggf . regulierte, Transkrip- 
tion und Translation in Pflanzenzellen unentbehrlich 
sind, mindestens eine kodierende Sequenz, sowie ggf. ein 
Terminations signal fur die Termination der Transkription 
und die Addition eines poly-A-Schwanzes an das 
entsprechende Transkript umfaSt; 

Transformation pflanzlicher Zellen mit dem in Schritt a) 
35 hergestellten Gen bzw. Nxikleinsauremolekul, und 

c) ggf. die Regeneration transgener Pflanzen und ggf. die 
Vermehrung der Pflanzen. 



30 



b) 
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Alternativ kann in Schritt a) ano telle dea Deletierana der fxir 
die Oaon-lnduktion verantwortlichen Sequenz, diese Sequenz oder 
zumindest ein Tail davon, z.B. durch Mutageneses inaktiviert 
bzw. blockiert werden und in inaktivierter Form in dem Gen 
5 verbleiben. Unabhangig davon, auf welche Weise der Ozon- 
responsive Genbereich ausgeschaltet wird, konnen alle 
ManipulationsmaSnahmen mit Hilfe allgemein ublicher Hethoden 
und Hilfamittel der rekombinanten Gentechnik durchgefuhrt 
werden (siehe z.B. Sanbrook et^ al^ (1989) Molecular Cloning: A 
10 Laboratory Manual, 2. Auflage, Cold Spring Harbor Laboratory 
Press, Cold Spring Harbor, New York) . 

In einer besonders bevorzugten Ausffihrungsform enthfilt das 
NukleinsauremolekCil, das in Schritt b) auf Pflanzen bzw. 
15 Pflanzenzellen iibertragen wird, Regulationselemente, die eine 
z.B. Pathogen- induzierte Genexpression der kodierenden Sequenz 
ermSglichen. 

ErfindungsgemaS werden Pflanzen bzw. Pflanzenzellen, die 
20 aufgrund der Anwesenheit der erf indungsgemaBen Nukleinsaure- 
sequenz, die fur eine Ozon- induzierte Expression der sie 
enthaltenden Gene essentiell bzw. mitverantwortlich ist, oder 
qtindestens eines Pragmentes dieser Sequenz, durch ein Verfahren 
hergestellt, das folgende Schritte umfaSt: 
25 a) SinfAgung mindestens einer erfindungsgenaSen DMA-Sequenz, 
die in Pflanzen eine Ozon- induzierte Genexpression 
bewirken kann, oder einer Sequenz, die sich von dieser 
Sequenz ableiten Ififit oder die mit dieser Sequenz homolog 
ist, Oder mindestens eines Fragments dieser Sequenz in 
30 ein Gen, das naturlicherweise nicht oder nicht 

wesentlich Ozon-induzierbar exprimiert wird 

b) Transformation pflanzlicher Zellen mit dem in Schritt a) 
herges tell ten Gen bzw. Nukleinsauremolekul, das xiber 
samtliche naturlicherweise fur die Expression in 

35 Pflanzenzellen erf orderlichen Elemente verfugt, und 

c) ggf. die Regeneration transgener Pflanzen und ggf . die 
Vemehrung der Pflanzen. 
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In einer bevorzugten Ausfulirungsf orm handolt es sich bei dem 
Gen urn oia Katalase-, Superoxiddismutaae- odor ein gebrauch- 
liches Reportergen. 

5 Sine weitere Aufgabe der Erfiadiing besteht darin, vorteilhafte 
Verwendungen der erf indungsgemafien Nukleinsfiuresequenaen 
aufzuzeigen. 

Die Erfinduag umfafit daher Verwendungen der neuen DNA-Molekflle 
10 zur Erzeugung der oben beschriebenen erf indungsgenaSen Pflanzen 
xind Pflanzenzellen, die sich entweder durch das Fehlen elner 
normalerweise durch Ozon beeinf IxxSten Ausprfigung eines 
bestiamnten phfinotypischen MerJanals auszeichnen, Oder die gerade 
aufgrund der Anwesenheit der erf indtrngsgemaSen DNA-Sequenz 
15 durch Ozon-induzierte Merkmalsauspragung von nicht-transgenen 
Pflanzen und Pflanzenzellen unterscheiden, gelost. 

Desweiteren umfafit: die Erfindung die Verwendung der erfindungs- 
gem&Sen Nukleinsauremolelule zur Erzeugung von Pflanzen, die 
20 sich durch eine erhohte pathogeninduzierte, aber nichfc-ozonin- 
duzierte Krankheitsresistenz auszeichnen. 

Desweiteren betrif ft die Erfindung die Verwendung der erfin- 
dungsgemSfien NukleinsSureseguenzen Oder Fragmenten davon zur 
25 Auffindung und Zdentif izlerung von Ozon-responsiven Nuklein- 
saureelementen . 

Solche Ozon-responsiven Nukleinsaurelemente kaim der Fachmann 
mit Hilfe gangiger nolekularbiologischer Methoden, z.B. Hybri- 

30 disierungsexperimenten oder DKA-Protein-Bindungsstudien identi-^ 
fizierten. Dabei wird z.B. in einem ersten Schritt aus einem 
Gewebe, welches mit Ozon behandelt wurde, die poly (A)* RNA 
isoliert xind eine cDNA-Bank angelegt. In einem zweiten Schritt 
werden mit Hilfe von cDNA-Klonen, die auf poly (A)* RNA-MolekCL- 

35 len aus einem nicht-behandelten Gewebe basieren, aus der ersten 
Bank mittels Hybridisierxmg diejenigen Klone identif iziert, 
deren korrespondierende poly (A)* RNA-Molekule lediglich bei 
Ozonbehandliuig induziert werden. Anachliefi nd w rden mit Hilfe 
dieser so identif izierten cDNAs Promoter n isoliert, die <iber 
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Ozon-reapoasive Elomeate verfugen. Bei der Untorsuchung und 
Charakt rialerung diesor iaoli rten Promotoren konnen die 
Nufcleinsaureaequenzen und -molekfile nutzliche Inatrumente 
daratellen. 

5 

Gegenatand der Erfindung eind ebenfalla Nukleinaauremolekaie 
Oder Fragment e davon, die mit einem der oben beachriabenen 
Nufcleinaauremolekule oder einer der oben beachriabenen DNA- 
Sequenzen der Erfindung hybridiaieren. Der Begriff "Hybridi- 

10 aierung" bedeuteb im Rahmen dleaer Erfindung eine Hybridi- 
Bierung unter konventionellea Hybridiaierungabedingungen. 
vorzugaweisa unter atringenton Bedinguagen, wie aie beiapiele- 
weiae in Saaibrook efe ai (1989) Molecular Cloaiagt A Laboratory 
Maaual, 2. Auflage, Cold Spring Harbor Laboratory Preaa, Cold 

15 Spriag Harbor, Mew York, beacbrieben aind. 

Nukleinaauremolekxxle, die mit den erf indungagea&Sen Molekaien 
hybridiaieren, kSnnen z.B. aua genoniachen oder aua cDKA- 
Bibliotheken iaoliert werden. 



20 



Die Identifizierung und laolierung derartiger Nukleinaaure- 
molekaie kaan dabei unter Verwendung der erf indungagemaBen 
^ukleinaauremolekfile oder Teile dieaer Molekiile bzw. der 
reveraea Konplemeate dieaer Molekdle erfolgea, z.B. mittela 
25 Hybridisioruag aach Staadardverfahrea (aiehe z.B. Sambrook sfe 
aupra) . 

Somit betrifft die Erfiaduag ebenfalla die Verwendung eiaer 
erfindungagemafien DNA-Sequenz oder von Teilen davon zur Identi- 
30 fizierung und laolierung homologer Sequenzen aua Pflanzen oder 
anderen Orgauiiamen. 



Ala Hybridiaierungaaonde konnen z.B. Nukleinaauremolekule ver- 
wendet werden, die exakt oder im weaentlichen die erfindunga- 
35 gem&Sen Mukleotidaequenzen oder Teile dieaer Sequenzen auf- 

weiaen. Bei den ala Hybridiaierungaaonde verwendeten Fragmenten 
kann ea aich aueh um aynthetische Fragment e handeln, die mit 
Rilfe d r gaagigea Syntheaetechniken hergeatellt wurden xind 
deren Sequenz im weaeatlichea mit der einea erf indungagemafien 
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Mukleinsauremolekulo ubereinstimmt . Hat man Gene identif iziert 
und isoliert, die mit den erf indxingsgemafien Nukleinoaure- 
saquenzen hybridisieren, iat eine Beetimmung der Sequenz und 
eine Analyse der Eigensehaften erf rd rlich. Hierru stehen dea 
5 Fachmann eine Reihe von molelcularbiologischen, biochemischen 
xind biotechnologischen Standardverfahren aur Verffigxing. 

Die mit den erfindungsgemafien NukleinsauremoleJciHen hybridi- 
Bierenden Molekfile umfassen auch Fragmente, Derivate und 

10 alleliache Varianten der oben beechriebenen DNA-Molekttle, die 
eine Ozon- responsive Sequenz, in aktiver oder inaktivierter 
Form, entbalten oder die sich gerade dadurch auszeichnen, daft 
sie diese Sequenz nicht mehr aufweisen. Der Ausdruck "Derivat" 
bedeutet in diesem Zusammenhang, dafi die Sequenzen dieser 

15 Molekule sich von den Sequenzen der oben beschriebonen Nuklein- 
s&ureaolekule an einer oder mebreren Positionen unterscheiden 
und einen hohen Grad an Homologie zu dieaen Sequenzen aufwei- 
sen. Homologie bedeutet dabei eine Sequenzidentit&t von mindes- 
tens 40%, insbesondere eine IdentitSt von mindestens 60%, 

20 vorzugsweise juber 80% und besonders bevorzugt iiber 90%. Die 
Abweichungen zu den oben beschrlebenen NtikleinsSurenoiekQlen 
konnen dabei durch Deletion, Addition, Substitution, Insertion 
Oder Rekombination entstanden sein. 

25 Bel den Nukleinsauremolekulen, die homolog zu den oben 

beschrlebenen Molekulen sind xind Derivate dieser Molekflle dar- 
stellen, handelt es sich in der Regel urn Variationen dieser 
MolekGle, die Modlf ikationen darstellen, die dieselbe biolo- 
gische Funktion ausiQben. Es kann sich dabei sowohl urn natur- 

30 licherweise auftretende Variationen handeln, beispielsweise um 
Sequenzen aus anderen Organismen, oder um Mutationen, wobei 
dlese Modifikationen auf nat€lrllche Weise aufgetreten sein 
konnen oder durch gezielte Mutagenese eingefuhrt wurden. Femer 
kann es sich bei den Variationen um synthetisch hergestellte 

35 Sequenzen handeln. Bei den allellschen Varianten kann es sich 
sowohl um naturlich auftretende als auch um synthetisch 
hergestellte oder durch rekombinante DNA-Teehniken erzeugte 
Varianten handeln. 
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Zur Vorbereitung der Einfuhrung fremder Qene in hohere Pflaaxea 
bxw. deren Zellen etehea eine grofie Aazahl von KloniortingB- 
veJctoren zur Verfugung, die ein RepliJcatioasaignal fur ^ sslL 
und ein Markergen zur Selektion tranef onaierter Bakterienzellen 
5 enthalten. Beispiele fur derartige Vektoren sind pBR322, puc- 
Serien, MlSap-Serien, pACYC184 uew. Die gewunechte Sequenz kann 
an einer passenden Restriktionsachaittstelle in den Vektor 
eingefiihrt werden. Das erhaltene Plasaid wird ffir die Transfor- 
mation von 1^ cali-zellen verwendet. Transf oimierte coli - 

10 Zellen werden in einea geeigneten Medium gezfichtet und 

anschlieSend geemtet und lysiert. Das Plasmid wird wieder- 
gewonnen. Als Analysemethode zur Charakterisierung der 
gewonnenen Plasmid-DMA werden im allgemeinen Restriktions- 
analysen, Gelelektrophoresen und weitere biochemisch- 

15 molekularbiologische Methoden eingesetzt. Nach jeder Manipu- 
lation konnen die Plasmid-DNA gespalten und gewonnene DNA- 
Pragmente mit anderen DNA-Sequenzen verknupft werden. Jede 
Plasmid-DNA-Sequenz kann in den gleicheix oder anderen Plasmiden 
kloniert werden. 



20 



Pilr die Einfiihrung von DNA in eine pflanzliche Wi"itszelle 
stehen eine Vielzahl bekannter Teehniken zur Verfvlgung, wobei 
der Fachmann die jeweils geeignete Methode ohne Schwierigkeiten 
ermitteln kann. Diese Teehniken umfassen die Transformation 

25 pflanzlicher Zellen mit T-DHA unter Verwendung von Aaro- 
bacteriun^ tumefaciene oder Acnrobaeterit^. rhizocren^^ als 
Trans formationsmittel, die Fusion von Protoplasten, den 
direkten Gentransfer isolierter DNA in Protoplasten, die 
Elektroporation von DNA, die Einbringung von DNA mittels der 

30 biolistischen Methode sowie weitere Moglichkeiten. Dabei konnen 
sowohl stabil4 als auch tranaiente Trans forman ten erzeugt 
werden. 

Bei der Injektion und Elektroporation von DNA in Pf lanzenzellen 
35 werden ESr se keine speziellen Anf orderungen an die verwendeten 
Plasmide gestellt. Ahnliches gilt far den direkten Gentransfer. 
Es konnen einfache Plasmide wie z.B. pUC-Derivate verwendet 
werden. Sollen aber aus derartig transformi rten Zellen ganze 
Pflanzen regeneriert werden, ist die Anwesenheit eines selek- 
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tierbaren Markergens notwendig. Dexn Fachmaxin sind die gangigen 
SelelctionsmarJcer bekaxmt \ind es atellt fiir ihn kein Problem 
dar, einen geeigneten Marker auszuwahlen. Gebrauchliche Selek- 
tionsmarker sind solche, die den tranaf ormierten Pf lanzenzellen 
5 Resistenz gegenuber einem Biozid oder eitiem Antibiotikum wie 
Kanamycin, G418, Bleomycin, Hygromycin, Methotrexate Glyphooat, 
Streptomycin, Sulf onyl-Hamstof f , Gentamycin oder 
Phosphinotricin u.a. vermitteln. 

10 Je nach Einf ahr\angsmethode gewunschter Gene in die Pflanzen- 
zelle konnen weitere DNA-Sequenzen erforderlich aein. Werden 
z.B. far die Transformation der Pf lanzenzelle das Ti- oder Ri- 
Plasmid verwendet, so muS mindestens die rechte Begrenzung, 
haufig jedoch die rechte und linke Begrenzung der im Ti- xind 

15 Ri-Plaemid enthaltenen T-DNA als Flankenbereich mit den ein- 
zufuhrenden Genen verbtinden werden. 

Werden fiir die Transformation Agrobakterien verwendet, mufi die 
einzufuhrelade DNA in spezielle Plasmide kloniert werden, und 

20 zwar entweder in einen intermediaren oder in einen binaren 

Vektor. Die intermediaren Vektoren kdnnen aufgrund von Seguen- 
zen, die homolog zu Sequenzen in der T*DNA sind, durch homologe 
Jlekombination in das Ti- oder Ri-Plasmid der Agrobakterien 
integriert werden. Dieses en thai t au&erdem die fur den Transfer 

25 der T-DNA notwendige sCiE-Region. Intermediare Vektoren konnen 
nicht in Agrobakterien replizieren. Mittels eines Heifer* 
plasmids kann der intermediare Vektor auf Agrobac ter ium 
tume feci ens fiber tragen werden (Konjugation) . Binare Vektoren 
konnen sowohl in coli als auch in Agrobakterien replizieren. 

30 Sie enthalten ein Selektionsmarker-Gen und einen Linker oder 

Polylinker, welche von der rechten xmd linken T-DMA-Grenzregion 
eingerahmt werden. Sie konnen direkt in die Agrobakterien 
transformiert werden (Holsters et al (1978) Molecular and 
General Genetics 163 . 181-187) . Das als Wirtszolle dienende 

35 Agrobakterium soil ein Plasmid, das eine vir-Region tragt, 

enthalten. Die vir-Region ist fur den Transfer der T-DNA in die 
Pf lanzenzelle notwendig. Zusatzliche T-DNA kann vorhanden sein. 
Das derartig transf ormierte Agrobakteritm wird zur Transfor- 
mation von Pf lanzenzellen verwendet. 
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Die Vorwendung von T-DNA ffir die Trans foimation von Pflanzen- 
zellen iot intensiv xintersucht und ausreichend in EP 120 515; 
Ho kema in: The Binary Plant Vector System, Of f setdrokkerij 
Kanters B.V., Alblaeserdam (1985) Chapter V; Fraley £t al 
5 (1993) Crit. Rev. Plant. Sci . , 4, 1-46 trnd An efe ai (1985) EMBO 
«J. 4, 277-287 beschrieben worden. 

Pur den Transfer der DNA in die Pf lanzenzelle konnen Pflanzen- 
Explantate zweckmafiigerweise mit Aarobaeterium tinnefaeiena ©der 

10 Aqrob^Gterium rhizogenes kultiviert werden. Aus dem infizierten 
Pflanzenmaterial (z.B. Blattstiicke, Stengelsegmente, Wurzeln, 
aber auch Protoplasten oder Suapensions-kultivierte Pflanzen- 
zellen) konnen dann in einem geeigneten Medium, welches Anti- 
biotika Oder Biozide zur Selektion transf ormierter Zellen ent- 

15 halten kann, wieder ganze Pflanzen regeneriert werden. Die 

Regeneration der Pflanzen erfolgt nach CLblichen Regenerations- 
methoden unter Verwendung bekannter Nahrmedien. Die so erhal- 
tenen Pflanzen bzw. Pf lauizenzellen kSnnen dann auf Anwesenheit 
der eingefuhrten DNA untersucht werden. Andere Moglichkeiten 

20 der EinfOhrung f remder DNA unter Verwendung des biolistiachen 
Verfahrens oder dureh Protoplast en -Trans format ion sind bekannt 
(vgl. z.B. Willmitzer L. (1993) Transgenic Plants, in: 
Biotechnology, A Multi-Volume Cosprehensive Treatise (H.J. 
Refam, 6. Reed, A. POhler, P. Stadler, eds.) Vol. 2, 627-659, 

25 V.C.H. Weinheim - New York - Basel - Cambridge). 

W&hrend die Transformation dikotyler Pflanzen bzw. deren Zellen 
fiber Ti-Plasmid-Vek tor syst erne mit Hilfe von Acrrobae^r«»^ ^^v7n 
tumefaciena wohl etabliert ist, weisen neuere Arbeiten darauf 

30 hin, daS auch monokotyle Pflsmzen bzw. deren Zellen der 

Transformation mit tela Aarobacterium -basierender- Vektoren sehr 
wohl zuganglieh sind (Chan et al (1993) Plant Mol . Biol. 12, 
491-506; Hiei et al (1994) Plant J. 6, 271-282; Deng et al 
(1990) Science in China 33, 28-34; Wilmink et al (1992) Plant 

35 Cell Reports 11, 76-80; May efe al (1995) Bio/Technology 13, 

486-492; Cozmer und Domiss (1992) Int. J. Plant Sci. 153 . 550- 
555; Ritchie et al (1993) Transgenic Res. 2, 252-265) . 
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Alternative Systeme zur Transformation von monokotylen Pflanzen 
bzw. deren Zellen sind die Trans forma tionen mittels des 
biolistisch n Ansatzes (Wan und Lemaux (1994) Plant Physiol. 
104# 37-48; Vasil et al (1993) Bio/Technology li, 1553-1558; 
5 Ritala e£ al (1994) Plant Mol. Biol. 24, 317-325; Spencer et al 
(1990) Theor. Appl. Genet. 79, 625-631), die Protoplasten- 
Trans formation, die Elektroporation von partiell 
permeabilieierten Zellen, die Einbringrxng von DNA mittels 
Glasf asem. 

10 

Die trans formier ten Zellen wachsen innerhalb der Pflanze in der 
ublichen Weise (siehe auch McCormick et al (1986) Plant Cell 
Reports 5, 81-84) . Die resultierenden Pflanzen konnen normal 
angezogen werden \md mit Pflanzen, die die gleicbe transfor- 
15 mierte Erbanlage oder andere Erbanlagen besitzen, gekreuzt 
werden. Die daraus entstehenden hybriden Individuen haben die 
entsprechenden phanotypischen Eigenschaf ten. 

Es sollten zwei oder mehrere Generationen angezogen werden, urn 
20 sicherzustellen, dafi das phanotypische Merkmal stabil beibehal- 
ten und vererbt wird. Auch sollten Samen geemtet werden, urn 
sicherzustellen, da& der entsprechende Ph&notyp oder amdere 
£igenarten erhalten geblieben sind. 

25 Ebenso konnen nach ublichen Methoden transgene Linien bestimmt 
werden, die £ur die neuen Nxikleinsauremolekule homozygot sind 
und ihr phanotypisches Verbal ten hinsichtlich einer vorhandenen 
bzw. nicht vorhandenen Ozon-Responsivitat umtersucht und mit 
dem von hemizygoten Linien verglichen werden. 

30 

Selbstverst&adlich konnen Pf lanzenzellen, die die erfindungs- 
gemaSen Kukleinsauremolekule enthalten, auch als Pf lanzenzellen 
(einschlieSlich Protoplasten, Kalli, Suspensionskulturen u.a.) 
weiterkultiviert werden. 

35 

Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindxmg ist die 
Verwendung der erf indxingsgemaSen Nukleinsauremol kule oder 
Telle dieser Molekule bzw. der reversen Komplem nte dieser 
Molekule zur Identif izierung und Is lierting homologer Molekiil , 
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die Ozon-responsive Elenente tuafassen aus Pflanzen oder anderen 
Organiemen. Fxir die Definition des Begriffes -Homologie" siehe 
oben . 

5 Die nachfolgenden Beispiele dienen zur Erlauterung der 
Erf indung. 



10 BBISPimg 
Beispial l8 

Konstruktion der 5 ' -Deletionen dea Vstl-Promotors als OUS- 
15 Fuaionakonstrxikte in dem bin&ren Vektor pPCV002 

Der im folgenden als Promoter bezeichnete 5' -nicht-kodierende 
Sequenzbereich dea Vstl-Gens aua Weinrebe bestebt aus 1570 
Basenpaaren. Dleser Promoter, desaen Sequenz u.a. aus der 
20 deutachen DE 41 07 396 und Fischer (1994) supra bekannt ist, 
wurde mit 'Hilf e einer herkommlichen Polymerase-Ketten-Reaktion 
unter Verwendung der folgenden Oligonukleotlde als Primer uad 
dem das vollatandige Vstl-Qen enthaltende Plasmid pVstl (DE-A- 
41 07 396; Fischer (1994) M3SBS&) als Tei^plate amplif iziert : 

25 

5'- CCCCAAGCTT CCCCGGATCA CATTTCTATO ACT -3' (Primer 1, 
SEQ ID NO: 2) 

5'- CGCGGATCCT CAATTGAAGC CATTGATCCT AGCT -3' (Primer 2, 
SEQ ID NO: 3) . 

30 

Die PCR-Reaktion wurde nach dem Protokoll von Perkin Elmer 
(Morwalk, USA) unter Verwendung der Mativen Taq DNA Polymerase 
von Perkin Elmer durchgef uhrt . Das unter ublichen PCR-Bedingun- 
gen aa^lif izierte DNA-Fragment wurde anschlieSend mit den 
35 Restriktionsenzymen giiidlll (diese Restriktionsschnittstelle 
ist am S'-Ende von Primer 1 enthalten) und BamHI (diese 
Restriktionsschnittstelle ist am 5' -Ends von Primer 2 enthal- 
ten) nachgeschnitten und zusammen mit dem BamHI / EcoR I - Fragment 
aus dem Vektor pBIlOl.2 (Jefferson (1987) Plant M 1. Biol. 
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Reporter 3 87-405) , welches das /J-Glucuronidase-Reportergen 
(GUS, aus caii zusammen mit dem Terminationssignal des 

nog- Gens aus ^ biimafaeianB enthSlt, Ober die Hindlll- und 
ISaRX-Restriktionssehnittstellen des pUClB-Polylinker in das 
5 pUCia-Plasmid (Yanisch-Perron et ai^ (1985) Gene 13, 103-119; 
erhaltlich z.B. von Boehringer Mazmheim) subkloniert. Samtliche 
Klonierungsschritte wurden unter Verwendung gangiger molekular- 
biologischer Techniken \md Hilf smittel durchgefiihrt (z.B. 
Sambrook et al^ (1989) supra ) t Restriktionsenzyme uad andere 

10 fur die Klonierungen eingesetzte Enzyme vnarden von Boehringer 
Mannheim bezogen. Der resultierende pUC-Klon (pUC-Vstl/GUS) 
enthalt somit eine Translationsfusion des Vstl- Promo tors mit 
dem OUS-Gen, in der die ersten funf STS-Codons im Leserahmen 
Ober eine BamHl-Schnittstelle mit dem GUS-Gen verbunden sind. 

15 Der Sequenzbereich des Fusionsubergangs sowie die Sequenz des 
Vstl -Promo tors wurden mit Hilfe der enzymatisehen Kettenab- 
bruch-Methode (Sanger et alj^ (1977) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 
21* 5463-5467) unter Verwendung des T7-Sequencing-Kit yon 
Pharmacia (Freiburg) auf ihre Richtigkeit {iberprilft. 

20 Die Klonierung der 5' -Deletionsmutanten in dem binaren Vektor 
PPCV002 (Koncz and Schell (1986) Mol. Gen. Genet. 2fll» 383-396) 
wird im folgenden erlautert. Dabei wurden in den meisten Fallen 
pUC18-Subklone als Zwischenvektoren verwendet, da das kleinere 
pUC-Plasmid im Vergleich zu den relativ grofien binaren Vektoren 

25 leichter zu handhaben ist. 

Die Plasmidbezeichnungen ergeben sich aus der tmgefahren LSnge 
des jeweiligen Pr<»iotor fragments, gerechnet vom Transkriptions- 
start, der sich 73 Basenpaare entfemt vom Startkodon befindet 
(Hain St al^ (1993) B33E£&t Fischer (1994) supra ) . Die fQr die 

3b schrittweise Verkurzxmg des Vstl-Promotor verwendeten Restrik- 
tionsschnittistellen sind auch in Abbildung 1 schematisch ange- 
geben. 

- plSGOGUS: Das HindlH/EeoRl- Fragment, das den vollstandigen 
STS-Promotor zusammen mit dem GUS-Gen enthalt, wurde aus dem 
35 oben beschriebenen Plasmid pUC-Vstl/GUS isoliert und zwischen 
die Restriktionsschnittstellen Hin dlll und Eco RI in den 
Polylinker von pPCV002 eingefugt. 
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- plOGOGUS: Bin 1130 Bp-Promo tor fragment wurde uber die 
Restriktionsschnlttstellen Bam HI tind Sspl aus pUC-Vstl/GUS 
isoliert und in BaaaHI/IiincII- linearis! rten pUClS kloniert 
(-> pUC1130) • Anschliefiend wurde das GUS-Gen als BamHI/EcoRI- 

5 Fragment aus pUC-Vstl/GUS isoliert und zwischen die BamHI- xind 
die EcoRI-Schnittstelle von pUCllBO kloniert. Schliefilich wurde 
die Fusion \iber einen Hiadlll/EcoRI-Doppelverdau isoliert und 
fiber die gleichen Schnittstellen in den Polylinker von pPCV002 
einge£iigt. 

10 - p9306aS: Das 1,0 kb-Promotor£ragment wurde uber die 

Restriktionsenzyme BasiHX und Hindi aus pUC-Vstl/GUS isoliert 
und uber die gleichen Restriktionsschnittstellen in den 
Polylinker von pUClS eingefiigt (-> pITClOOO) . Danach erfolgte 
die Klonierung analog zu plOGOGUS. 

15 - p740(?aS: Das ca. 1^6 kb lange Hindi 1 1 / B am HI - Promo tor f ragmen fc 
wurde aus dem Plasmid pUC-Vstl/GUS isoliert \md mit dem 
Restriktionsenzym Dral verdaut. Das resultierende 810 Bp. lange 
BamHI /Dral- Fragment wurde anschliefiend uber die Restriktions- 
schnittstellen gamHI und Hin di in pUC18 kloniert (-> pUCBlO) . 

20 Anschliefiend wurde das GUS-Gen als BamHI/EcoRI- Fragment aus 
pUC-Vstl/GUS isoliert und zwischen die BamHI- tind die EcoRI- 
Schnittstelle von pUCSlO kloniert. Schliefilich wurde die Fusion 
CO^er einen Hindlll/EcoRI-Doppelverdau isoliert und uber die 
gleichen Schnittstellen in den Polylinker von pPCV002 

25 eingefugt. 

- pSSOOaS: pUC-Vstl/GUS wurde mit dem Restriktionsenzym Afl ll 
verdaut und die uberhangenden 5'-Enden mit Rlenow-Enzym (von 
Boehringer Ma nnh eim; dNTPs eben£alls von Boehringer Mannheim) 
nach Herstellerangaben aufgefailt. Anschliefiend wurde mit dem 

30 Restriktionsenzym BamHI nachgeschnitten und das entstandene 
620 Bp -Promo tor fragment in BaanHI /Hindi -linearisier ten pUClS 
ligiert {-> pnC620) . Danach wurde die Klonierung wie u.a. fflr 
plOeOGUS fortgefuhrt. 

- pSOOGUS: Ein 570 Bp. langes Promo tor fragment wurde uber einen 
3 5 BamHI/Haelll-Doppelverdau aus pUC-Vstl/GUS isoliert und in 

BamHI /Hindi- linear isier ten pUC19-Vektor ligiert {-> pUC570) . 
Danach erfolgte die weitere Klonierung wie zur Herstellung von 
u.a. plOeOGUS. 
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- p430GUS: Das oben beschriebene Plasmid pUClOOO wurde unter 
Verwendung des Restriktionsenzymo Sna BI linearisiert \ind mit 
Hindi nachverdaut. AnschlleSend wurde der linearislerte Vektor 
religiert, wodurch die 500 Basenpaare des Promotors zwisch n 

5 -930 und -430 deletiert wurden (-> pUCSOO) • Die weitere 
Klonierxing verlie£ wie filr pUClOGOGUS. 

- p2806aS: pUC-Vstl/GUS wurde mit dem Reotriktionsenzym Ban ll 
verdaut, die uberhangenden Enden mit Klenow-Enzym au£ge£ullt 
und der linearisierte Vektor mit dem Restriktionsenzym RatnWT 

10 nachverdaut. Nach der Zsolierung dee 350 Bp. langen blunt 

end/BaraHI -Promo tor f ragmen tes wurde die Klonierung in Analogie 
zu plOSOGUS fortgefiihxt . 

- pl40GUS: Der oben beschriebene pUC-Sttbklon pUC620 wurde mit 
den Restriktionsenzymen Nei l tind PstI verdaut und der 

15 linearisierte Vektor anschlieSend gereinigt xind religiert* Dies 
resultierte in der Deletion der Promo tors eguenz en von -550 
bis -140 (-> pUC210) . AnschlieSend wurde das GUS-Gen als 
BaAHI/EcoRX- Fragment aus pUC-Vstl/GUS isoliert und zwischen 
die BaaiHl- und die EcoRI-Schnitts telle von pUCllBO kloniert. 

20 SchlieSlich wurde die Fusion uber einen Hin dlll/ EcoR I- 

Doppelverdau isoliert imd uber die gleichen Schnlttstellen in 
den Polylinker von pPCV002 eingefugt. 

^- p40GUS: Das 110 Bp- Promo tor fragment wurde zusammen mit dem 
GUS-Gen durch einen Khe l/ EcoR I-Doppelverdau aus pUC-Vstl/OUS 
25 isoliert und das Fragment anschlie&end in Xba l/ EcoR I- 
linearisierten pPCV002 kloniert. 

- pAGUS: Das Konstrukt pl500GUS wurde mit dem Restriktionsenzym 
BamHI verdaut und der gereinigt Vektor anschliefiend religiert. 
Durch die BagiHI-Schnitts telle, die der Vektor pPCV002 

30 naturlicherweise in seiner multiplen Klonierungsstelle neben 
der HindlZI-Schnittstelle enthalt (Koncz and Schell (1986) 
supra ) wurde au£ diese Weise das gesamte Promotor£ragmant 
eliminiert • 

- pSSSGUS: Die Fusion des 3 5S RNA Promotors aus Cauliflower 
35 Mosaic Virus mit dem GUS-Gen, die als positive Kontrolle 

diente, wurde als Hindlll -Fragment aus dem Express ionsvektor 
PRT99GUS (T6p£er et al . (1988) Nucleic Acids Research 16, 8725) 
isoliert und in die multiple Klonierungsstelle von pPCV002 
einge£ugt . 
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Beiepiel 2 2 

Pflanzexmaterial, Pf lanzentransformation und Regeneration 
5 transgener Pflanzen 

Ni,cot:iana tabacum cv. Petit Havana SRI (Mallga et al, (1973) 
Nature New Biol* 214, 29-30) wurde als sterile Sprofikultur auf 
horaonfreiem 1/2 LS-Medixun (Linsmaier and Skoog (196S) Physiol. 

10 Plant Ifir 100-127) mit 1% Saccharose bei 26*C, 3000 Lux und 
einer 16-stundigen Photoperiode kultiviert. In Abstanden von 
6-8 Wochen wurden Sprofiabschnitte auf frisches LS-Medixam unge- 
setzt. Fur die Transformation von Blattscheiben mit Aarobac- 
terium tumefaciena (Horsch et al. (1985) Science 227 , 1229- 

IS 1231) wurden 2-3 cm lange Blatter von sterilen Sprofikulturen in 
Scheiben von 1 cm Durchmesser gestanzt und mit einer Suspension 
von Agrobakterien (ca. 10* Zellen/ml YEB -Medium) , die eines der 
oben genannten Plasmidkonstrukte enthielten, fur 5 min. inku- 
biert. Die inflzierten Blattstflcke wurden auf hormonfreies LS- 

20 Medium fiir 2-3 Tage bei 26*C gehalten* W&hrend dieser Zeit 
iiberwuchsen die Bakterien die Blattsegmente, die anschlieSend 
in flussigem LS -Medium ohne Hormone gewaschen und auf LS -Medium 
,mit Kanamycin (75 fig/mX} Sigma, Miinchen) , Cefotaxim (500 ftl/ml; 
Hoechst, Frankfurt) und Benzylaminopurin (BAP, 0,5 mg/1; 

25 Duchefa, Haarlem, Niederlande) gelegt wurden « Nach 2-3 Wochen 
waren trans formierte Sprosse sichtbar, die auf hormonfreiem LS- 
Medium mit 75 iig/ml Kanamycin und 100 iig/ml Cefotaxim bewurzelt 
wurden. 

30 Die fiir die Transformation der Tabakblattstucke eingesetzten 
Agrobakterienkulturen wurden wie folgt hergestellt. Zunachst 
wurden die oben beschriebenen pPCV002-Derivate in den coli 
Mobilisierungsstamm S17-1 (Simon et al. (1983) Bio/Technology 
i, 784-790) eingebracht. Dabei erfolgten die Herstellung 

35 kompetenter S17-1 coli-Zellen sowie die Transformation der 
kompetenten Zellen mit den entsprechenden Plasmiden nach Taketo 
(1988) Biochem. Biophys. Acta 949 . 318-324 bzw. Hanahan (1983) 
J. Mol. Biol. 166, 557-580. Anschliefiend wurden der coli - 
Stamm S17-1, den jeweiligen binaren Vektor enthaltend, und der 
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Aqyolyacterium tximefaeigna-gfeamm GV3101 C58C1 Rif pMP90RK 
(Konez and Schell (1986) supra) in entsprochenden Median bio 
zur OD„o = 1,0 angezuchtet. Piir die Anzueht der ^ coli - 
Bakterien wurde herk&nmliches YT-Medixm (Miller (1972) 
5 Experiments in Molecular Genetics. Cold Spring Harbor 

Laboratory Press, Cold Spring Harbor, New York; Bacto-Tryptone 
0,8% (w/v), Yeast-Extract 0,5% (w/v) , NaCl 0,5% (w/v) , pH 7,0) 
bei 37 'C und fur die Anzueht der ^ .feiSBSfaciens-Bakterien 
wurde YEB-Medium (Beef -Extract 0,5% (w/v), Yeast-Extract 0,1% 

10 (w/v), Bacto-Peptone 0,5% (w/v). Saccharose 0,5% (w/v), MgSO« 
2 nM, pH 7,2) bei 28 'C eingesetzt. Pur die anschlieSende 
Konjugation wurden die Bakterien bei 1500 x g fur 5 min. 
abzentrifugiert und zweimal in frisch angesetzter 10 mM MgSO^- 
Losung gewasehen. Anschliefiend wurden Donor (E^ coli) vind 

15 Akzeptor tumefacle««> im Verhaltnis Isl gemischt und auf 

eine YEB-Agarplatte getropft. Nach IS-stOndiger Inkubation bei 
28 "C wurde der Bakterientropfen mit 10 mM MgSOf-Ldsting 
abgespait und 10''-, 10*'- und lO'^-VerdOnnungen auf YSB- 
Selektionoplatten ausplattiert . Aus einer Einzelkultur wurde 

20 bei 28 "C eine fur die Transformation von li^. tabaeum verwendete 
Agrobakterienkultur gezxichtet. 

Die transgenen Tabaksprosse, die jeweils eine der oben 
beschriebenen Vstl- Promoter /GUS-Fusionen enthielten, wurden 

25 steril fiber SproSkultur vermehrt, teilweise in Erde tiberffihrt 
und im Gew&chshaus unter normalen BeddLngxingen (22 'C, 60% 
relative Luf tfeuchtigkeit, ca. 15.000 Lux) bis zur Blute 
J"»ltiviert. Die Bluten wurden durch Pergamenttuten vor Fremd- 
bestaubung geschutzt und reife Samenlcapseln mit Samen der Fl- 

30 Generation nach 4-6 Wochen geemtet. F<lr biologische Tests im 
GewSchshaus wurde der Samen der Fl-Generation auf LS-Medium mit 
75 ng/ml Kanamycin ausgelegt. Dies erfolgte unter sterilen 
Bedingungen direkt aus der Kapsel oder nach Oberflachen- 
sterilieation (1. kurzes Waschen mit sterilem Wasser; 2. 2 min. 

35 Inkxibation in 70% Ethanol; 3. 10 min. Inkubation in 3% NaOCl 
(13% aktives Chlor) ; 4. dreimaligee Waschen mit Wasser; 5. 
Trockniing im Laminarstrom der Sicherheitswerkbank) . Nach ca. 2- 
wochiger Kultivierung auf LS-M dium mit 75 /xg/ml Kanamycin bei 
25-26 'C, 2000-3000 Lux und 60% Luftfeuchte waren kanamycin- 
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reeistente Tabakkeisollnge und kananycinsensltive Tabakkelmllnge 
eindeutig zu xinterschelden. Reals tente Keimling zeigten ixn 
G gensatz zu senaltiven Kelmlingen ausg pragtes Primarwurzel- 
wachstum. Aufierdem war en nur hler nach 2 Wochen neben den 
5 Rotyledonen auch die Primarblatter zu erkennen. In diesem 

"Vierblattstadium** wurden die resistenten Fl-Keialinge in Erde 
uberfuhrt, abgeh^rtet und unter geeigneten Bedingxmgen 
weiterlcultiviert • 

10 

Beispiel 3; 

P£lanzenanzucht, Ozonbehandlung und Blattemte 

15 Fur die anschlieSende Ozonbehandlxing wurden transgene, kana- 
aycinresistente Tabakkeimlinge zunachst von Agarplatten in 
Blumentopfe mit einem 2 : l-Gemisch von Standardsubetrat (Typ T / 
Frflbstorfer / Lauterbach) mit Perlit uberfuhrt und fur 3 Wochen 
in einer Rlimakasimer mit einem 12 h-Tag/Nacht-Zyklus, 15.000 

20 Lux, 25 ""C-Tagestemperatur, 20 **C-Nachtteii5>eratur, 65-70% 
Lu£t£euchte und ge£ilterter Luft inkubiert. 

Die Tabakp£lanzen wurden anschlie&end einem einzigen Ozonpule 
« fur 10 h ausgesetzt und dann in Schad8to££-£reier, ge£ilterter 
Lu£t fur 2-14 h inkubiert. Samtliche Begasungsea^erimente 

25 wurden in gescbloasenen Plexiglas -Boxen, die in die Rlimakammer 
gestellt wurden, unter den angegebenen Klimabedingungen 
durcbgefuhrt • Die Ozon-Behandliuxgen begannen immer um 9.00 Ubr 
morgens liber den Tageszyklua hinweg. Das Ozon wurde durch 
elektrische Entladung in trockenem Sauerstoff gewonnen. Die 

3 0 Doaierung und Analyaen wurden unter Computer-Kontrolle 

durchgefiihrt (Langebartels et al, (1991) Plant Physiol. 95, 
882-689) • Die Tabakblatter einer Pflanzen wurden von der Spitze 
der Pflanze aua nach unten gezahlt imd in die Blattnummem 1-10 
klaasifiziert, wobei daa 1. Blatt eine Gro&e von mindestena 8 

35 cm aufwiea. Die Tabakblatter (klaaaifiziert von 1-10) wurden zu 
verachiedenen Zeitpunkten nach Beginn der Ozonbehandlung 
einzeln in flAaaigem Stickatoff eingefroren \ind bei -80 ''C 
gelagert. 
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Beisplel 4 ; 

/S-Glucuronidase-Aktivitatatest 

5 Die fluorometrische Analyse der GUS-Enyzmaktivitat wurde streng 
nach Jefferson (1987) supra bzw. Jefferson et al, (1987) EMBO 
J. 6, 3901-3907 unter Verwendung von 4 -Methyl -usibelllferyl - 
glucuronid (MUG, Sigma, Miinchen) durchgefuhrt . Die Konzentra- 
tion des Produlctes 4-Methyluinbellif eron (MU) wurde mit einem 
10 Pluoreszenzphotometer (Perkin Elmer LS-2 B Filterf luorimeter) 
in einer Quarz-Durchf IxiSkuvette gemessen. Die GUS-Aktivltat in 
Pflanzenextrakten wurde in pmol MU x mg"^ x min"^ berechnet. Die 
Proteinkonzentration in den Tabakblattextrakten wurde nacb 
Bradford (1976) Analyt. Biochem. 72, 248-254 bestimmt. 

15 

In parallel durchgefuhrt en Experimente mit Ozon-behandelten 
Weinpflanzen und anschliefienden Northern Blot Analysen konnte 
gezeigt werden, da& eine Begasung mit 0,2 ftl/l und 0,4 fil/l 
Ozon in einer betrachtlichen Xnduktion der STS-Genexpression 

20 auf mRNA-Ebene resultiert. Aus diesem Grund sollten STS-Gene 
ails Weinrebe besonders gut f Clr die Xdentif izierung Ozon- 
responsiver DNA-Elemente geeignet sein. Es sei an dieser S telle 
^erwahnt, dafi bislang solche Gene, die eine signif ikante, 
zuverlassig meSbare Ozon- Xnduktion in Ozon-behandelten Pflanzen 

25 im Vergleich zu xmbehandleten Pflanzen erkennen lassen, nicht 
zur Verfugung stehen. 

Urn den Einflufi von Ozon auf Promotorebene analysieren zu 
konnen, wurden Fl-Tabakpf lanzen (11 Wochen alt) der stabil 

30 transf ormierten Tabaklinie, die die das Vstl-Promotor/GUS- 
Fusionskonstfukt mit der vollstandigen Promo torregi on 
(plSOOGUS) enthalt, in Ozonbegastingsexperimenten eingesetzt. 
GUS-Enzymakti vita ten wurden f luorometrisch in Rohextrakten von 
Blattem, die zu verschiedenen Zeitpunkten wahrend einer 10- 

3 5 stundigen Ozonbegasiing mit verschiedenen Ozonkonzentrationen 
(0,1 fil/l Ozon, 0,2/11/1 Ozon bzw. 0,4 fil/1 Ozon) uind einer 14- 
stundigen Postinkubationsphase in s chads tofffreier Luft 
g erntet wurden, bestimmt. Die in Abbildung 2 dargestellten 
Ergebnisse zeigen einen raschen durch Ozon induzierten Anstieg 
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dor GUS-Aktivitat im Vergleich zu Kontrollpf laazen, die nur in 
0Chadsto£££reier Luft gehalten wurden. Danach verursachte die 
Behandlung mit 0,1 Ozozi eine ll-£ache Induktion und die 

Behandlung mit 0,2 bzw. 0,4 ^1/1 Ozon sogar eine bis zu 25- 
5 £ache Induktion der durch den STS -Promoter kontrollierten 
Expression des GUS-Gens 12 h nach Beginn der Ozon-Behandlung. 

Fiir die Identif iziemng von cis-regulatorischen Sequenzen, die 
fur die beobachtete starke Ozoninduktion des STS-Promotors 

10 verantwortlich sind, wurden die transgene Tabaklinien, die die 
oben beschriebenen 5' -Deletionen des Vstl-Promotors in Fusion 
mit dem bakteriellen GUS- Reporter gen enthalten, als unabhangige 
F0-P£lanzen in Ozonbegasungsexperimenten analysiert. Die 
Primarregnerate wurden £ur mehrere Monate in Sterilkultur 

15 kultiviert und uber Sprofikultur vermehrt. Ebenso wurden Fl- 
Tabakpflanzen (11 Wochen alt) dieser stabilen Trans fdrmant en 
au£ Ozon-induzierte GUS-Expression xintersucht. 

Die transgenen Tabakpflanzen wurden fur 10 h mit 0,1 fil/1 Ozon 

20 behandelt und anschliefiend fur weitere 2 h in schadstof f f reier 
Luft inkubiert. Die GUS-Aktivitat wurde in Rohextrakten von 
mittelalten Blattem bestdLmmt xmd mit der Enzymaktivitat in 
^tmbehandelten Kontrollpf lanz en verglichen* Die Ergebnisse der 
fluorometrischen Analyse der GUS -Enzymaktivitat en sind in 

25 Tabelle 1 dargestellt* Wahrend die GUS-Aktivitat mit zunehmen- 
der Verkarztmg der Promo torregion von -1500 auf -430 sowohl in 
Ozon-behandelten Testp£lanzen als auch in unhehandelten 
Kontrollp£lanzen in einer leichten Abnahme der Ozon- Induktion 
resultiert (Induktionsf aktor sinkt von ca. 12 (-1500) auf ca. 

30 10 (-430)), bewirkt die zusatzliche Deletion des Promotor- 

bereichs zwischen -430 und -280 eine drastische Reduktion der 
GUS-Expression in Ozon-behandelten Testpf lanzen. Wahrend 
Pflanzen, in denen das GUS-Gens unter Kontrolle des -430-5'- 
Deletionspromotors steht, eine 10 -f ache Ozon- Induktion 

35 gegenuber den Kontrollpf lanzen zeigen, ist in Pflanzen, in die 
Expression des GUS-Gens durch den kurzeren -280-5' -Deletions- 
promotor kontrolliert wird, lediglich ine maximal 2-fache 
Induktion der GUS-Expression durch O^on zu b obachten. 
Demzufolge enth&lt der Promotorber ich des Vstl-Gens aus 
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Helnrebe, der die Basenpaare -430 bis -280 xuafaSt sla-aktlve 
Elemente, die ffir eine auagepragte Ozon-induzierte Expression 
d 8 STS-Gens essentiell sind. 

5 Diese Brgebnisse wurden in Pf lanzenzellen, die die obigen 

Konstrukte enbhalten und in pflanzlichen Zellkulturen gezuchtet 
wurden, best&tigt. 

10 
15 
20 
25 
30 



35 
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ABBXUJXmOKN und TABBXiLEN 
AbbildTing 1: 

5 Reetriktionslcarte der Vetl-Promotor/GUS-Translationsfuaion in 
de» Plasmld pUC-Vstl/GUS . Das Plasmid enthalt eine 
Translatlonafusion des Vetl-PromotorB aus der Weinrebe mit dem 
GUS-Gen aus ^ poll. Die fur die Klonierung der 5'- 
Deletionsmutanten benutzhen Restriktionsschnittstellen sind 
10 eingezeichnet. nos ter = Terminationssignal des 
Nopaliasynthasegens aus AorQbaefceirl,.n, tume£ael«n« . 

Abbildung 2 : 

Kinetifc der durch den Vetl-Promotor kontrollierten Induction 
15 der GUS-Expreseion in transgenen Fl-Tabakp£lan«en, die eine 
Tranelationsfusion des GUS-Gens mit dem vollstandigen Vstl- 
Promotor aus Weinrebe enthalten (plSOOGUS) . durch verschiedene 
Ozonkonzentrationen . 

Die GUS-Aktivitaten wurden f luorometriech in Rohextrakten von 
20 Xabakblattem (Blatt-Nr. 4) nach Jefferson (1987), eunra . 
bestiamt. Die verschiedenen E'mtezeitpunkte ergeben sich aus 
der Abbildung. Nach der lO-stOndigen Ozonbehandlung erfolgte 
eine 14-stundige Postinkubation der Tabakpf lanzen in schad- 
stofffreier Luft. Kontrollpf lanzen wurden nur in schadstoff- 
25 freier Luft (ohne Ozonbegaaung) gehalten. n - 3 oder 4, Mittel- 
werte ± Standardf ehler, aSatliche Testa wurden ala Doppelver- 
auche durchgefuhrt . 

Tabelle 1: 

30 GUS-Enzymaktivitaten wurden f luorometriech in Proteinextrakten 
von mittelalten Slattern von Ozon-behandel ten (+) und unbehan- 
delten (-) unabhangigen Tabaktranaformanten beatimmt. 
Die tranagenen Tabaklinien enthalten verachiedene 5' -Deletionen 
dea Vatl-Promotora in Fuaion mit dem bakteriellen GUS- 

35 Reportergen. FO-Transf ormanten und Fl-Pf lanzen (11 Wochen alt) 
wurden ffir 10 h mit 100 nl/1 Ozon begast und anachliefiend fur 2 
h in schads toff freier Luft postinkubiert . Mittelwerte ± Stan- 
dardf ehler; sSmtliche Analysen wurden als Doppelversuche 
durchgefuhrt. 
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Vatl-Promotor 
5' -deletiert 
bia Position 


uatereuchte 
unabhangige, 
transgene 
Tabaklinien 


COS - Bnxymak 1 1 V 1 1 a t 
(puel Ma Ain*' ag-' Protein 

♦ Ozon 1 _ ozon 


Znduktloaa- 
f akcor 


-1500 


1(F1) 


735 ± 100 


63±7 


11.7 


-740 


2(F1) 


388 ±59 


30 ±5 


12.9 


-550 


3fF0^ 


126 ±13 


12±3 


10.5 




2(F1) 


173 ±25 


15±3 


11.5 


-500 




148 ± 52 


15±6 


9.9 


-430 




141 ±38 


14±4 


10.0 


-280 

A* WW 




22±4 


13 ±3 


1.7 




2(F1) 


30 ±3 


15±3 


ZO 


^ -140 


2(F0) 


12x0^ 


8±3 


1.5 




3(F1) 


24 ±3 


15±3 


1.6 


-40 


3(F1) 


24 ±2 


15 ±3 


1.6 


+70 


KFI) 


3.5 ±1 


3.5 ±1 


1.0 



Tabelle 1 
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Tabelle 1: 

GUS-Enzymaktivitaten wurden fluorometrlsch in Proteinextrakten 
von mittelalten Blattern von Ozon-behandelten (+) und unbehan- 
5 del ten (-) xinabhangigen Tabaktransf ormanten bestinnnt. 

Die transgenen Tabaklinien enthalten verachiedene 5 ' -Deletionen 
des Vstl- Promo tors in Fusion xnit dem bakteriellen GUS- 
Reportergen. FO- Trans forman ten und Pl-Pflanzen (11 Wochen alt) 
wurden fdr 10 h mit 100 nl/1 Ozon begast und anschliefiend fur 2 
10 h in sehadstofffreier Luft postinkubiert. Mittelwerte ± Stan- 
dard£ehler; samtliche Analysen wurden als Doppelversuehe 
durchgef Ohrt . 



15 


Vb 1 1 - Promo tor 

5' -delafcler'ti 
bis Position 


untersuehte 

transgene 
Tabaklinien 


Cns-Bnzymakbivtt&c 
(pnol KU a^a*' ag'* PrQtaia: 

Ozon 1 - Ozon 


IndukcioDfl- 
Cakcor 




-1500 


1(F1) 


735 ±100 


63i7 


11.7 


20 


-740 


2(F1) 


388 ± 59. 


30 ±5 


12:9 




-550 


3(F0) 


126 ±13 


12±3 


10.5 






2(F1) 


173 ±25 


15±3 


11.5 


25 


-500 


5(F0) 


148 ±52 


1516 


9.9 




-430 


6(F0) 


141 ±38 


14±4 


10.0 




-280 


6(F0) 


22±4 


13 ±3 


1.7 


30 




2(F1) 


30 ±3 


15±3 


ZO 




-140 


2(F0) 


12x0_2 


8±3 


1.5 






3(F1) 


24 ±3 


15±3 


1.6 




-40 


3(F1) 


24 ±2 


15 ±3 


1.6 


35 


+70 


1(F1) 


3.5 ±1 


3.5 ±1 


1.0 
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SEQUENZPROTOKOLL 

(X) ALLGEMEXNE ANGABEN: 
(i) ANMELDER: 

(A) NAME: GSF - Forsch\ingszentrum fuer Umwelt \md 

Gesundheit GmbH 

(B) STRASSE: Ingolstaedter Landstr. 1 

(C) ORT: Oberschleissheim 

(E) LAND: Deutschland 

(F) POSTLEITZAHL: 85764 

(A) NAME; Bayer AG 

(B) STRASSE: Bayerwerk 

( C ) ORT : Leverkusen 
(E } LAND : Deutschland 
(F) POSTLEITZAHL: 51368 

(ii) BEZEICHNUNG DER ERFXNDUNG: Ozon-Xnduzierte Genexpression in 
Pflanzen 

(iii) ANZAHL DER SEQUENZEN: 3 

<iv) COMPUTER-LESBARE FASSUNG: 

(A) DATENTRAEGER : Floppy disk 

(B) COMPUTER: IBM PC con5)atible 

(C) BETRIEBSSYSTEM: PC-DOS /MS-DOS 

(D) SOFTWARE: Patentin Release #1.0, Version #1.30 (EPA) 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 1: 

' (i) SEQOENZKENNZEICHEN: 

(A) LAENGE: 161 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Doppelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKUELS: Genom-DNA 



(Xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 1: 

ACTTTTCGAG CCCCTTGAAC TGGAAATTAA TACATTTTCC ACTTGACTTT TGAAAAGGAG 60 

GCAATCCCAC GGGAGGGAAG CTGCTACCAA CCTTCGTAAT GTTAATGAAA TCAAAGTCAC 120 

TCAATGTCCG AATTTCAAAC CTCANCAACC CAATAGCCAA T 161 
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(2) ANGABEM ZU SEQ ZD NO: 2: 

<i) SEQUENZKEMNZEICHEN: 

(A) LAENGE: 33 Basenpaare 

(B) ART: Mucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOIiEKDELS: Sonstige Nucleinsaeure 



(Xi) SEODENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 2: 
CCCCAAQCTT CCCCGGATCA CATTTCTATG AGT 
(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 3: 

(i) SEQUENZiOENNZEICHEN: 

(A) LAENGE: 34 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEXUELS: Sonstige Nucleinsaeure 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 3: 
CGCGGATCCT CAATTGAAGC CATTGATCCT AGCT 
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ANSPRUCHE 



5 

1. Die pflanzliche DNA-Sequenz: 

ACTTTTCGAQ CCCCTTGAAC TGGAAATTAA TACATTTTCC ACTTGACTTT 
TGAAAAGGAG GCAATCCCAC GGGAGGGAAG CTGCTACCAA CCTTCGTAAT 
GTTAATGAAA TCAAA6TCAC TCaUlTGTCCG AATTTCAAAC CTCakNCAACC 
10 CAATAGCCAA T. 

2. DHA-Sequenz genaS Anspruch 1, die au8 Welnrebe (Vitis 
vlnlfera ) staamt. 

15 3^ DHA-Sequenz gemaS Anspruch 1 oder 2, die in dem 

Stilbenaynthaee-Gen Vstl natxlrlicherweise enthalfcen iet und den 
Basenpaaren -270 bis -430 entspricht. 

4. Promoterregion des Stilbensyntliasegens Vstl aus 
20 Weinrebe, der mindestens die DMA-Sequenz gemafi Anspruch 1 

fehlt, 

5. Promoterregion genaS Anspruch 4, die nur den 
Seguenzbereich vom Translationsstart bis Basenpaar -270 ua£a&t. 

25 

6. Promoterregion gem&S Anspruch 4 oder 5, die noch eine 
Pathogen- induzierte Genexpression in Pflanzenzellen vermittelt. 

7. Chimare Nukleinsauremolekule, in die die DNA-Sequenz 
30 gemafi Anspruch 1 oder mindestens ein Fragment davon eingefuhrt 

wurde. 

8* Chimare Nukleinsauremolelule gemafi Anspruch 7, die 
eine Ozon-induzierbare Expression der in ihnen enthaltenen 
35 kodierenden Regionen in Pflanzen ermoglichen. 



9. Vektoren, welche die DNA-Sequenz, eine Promoterregion 
Oder ein chim&res Nukleinsauremolelcai gemafi einem der 
vorangehenden Ansprache, oder T il davon en thai ten. 
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10. Transgene P£lanzen, die die DNA*Sequenz, elne 
ProxROterregion oder ein chim&rea Nukleinsauremolekule gexnftfi 
einem der vorangehenden Anspruche oder elne davon abgeleitete 
DNA-Sequenz enthaltexi, sowie Telle dleser Pflanzen und deren 

5 Vermehrungsmaterlal, wie Protoplaetea, Pf lanzenzellen, Kalll, 
Samen, Knollen oder Stecklinge, ubw., sowle die Nachkommen 
dleser Pflanzen. 

11. Transgene Pflanzen, die aufgnmd des Pehlens der (Im 
10 naturllchen Zustand vorhandenen) DNA-Sequenz 

ACTTTTCGAO CCCCTTGAAC TGOAAATTAA TACATTTTCC ACTTGACTTT 
TGAAAA6GAO GCAATCCCAC GGGAGGGAAG CTGCTACCAA CCTTCGTAAT 
GTTAAT6AAA TCAAAGTCAC TCAATGTCC6 AATTTCAAAC CTCAMCaiACC 
CAATAGCCAA T 

15 Oder aufgnind des Fehlens lalndestens eines Fragmentes davon 
kelne Ozon-lnduzlerbare Expression des naturllcherwelse Ozon- 
Induzlerbaren Gens xnehr aufwelsen. 

12. Pflanzen gemafi Anspruch 11, in denen die Ozon- 
20 induzierbare Expression von Krankheitsresistenzgenen stark 

reduziert ist. - ^ 

13. Pflanzen gemafi Anspruch 11 oder 12, in denen die 
Ozon-lnduzierbare Expression von Stilbensynthasegenen, 

25 insbesondere des Vstl-Gens aus Weinrebe stark reduziert ist. 

14. Pflanzen gemafi Anspruch 10, in denen aufgrund der 
EinfOhrung der DNA-Sequenz gem&S Anspruch 1 oder mindestens 
eines Fragmentes davon elne Ozon-lnduzierbare Genexpression 

30 eines naturllcherwelse nicht xiber diese DNA-Sequenz verffigenden 
Gens stattflnden kann. 

15. Pflanzen gemafi Anspruch 14, in denen Ozon- 
lnduzierbare Expression von solchen Genen stattflnden kann, 

35 deren Genprodukte in Pf lanzenzellen in der Lage sind, reaktive 
Sauerstof f spezies zu entgiften. 
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16. Pflanzen gemaS Anspruch 14 oder 15. in denen Ozon- 
Induzierbare Expression von Katalase- oder Superoxiddisxmitaser 
Oenen stattfinden kann. 



5 17. Pflanzen geinaS Anspruch 14, in denen Ozon- 

induzierbare Expression von Reportergenen stattfinden kann. 

18. Dikotyle Pflanzen gem&S einea der Anspruche 10 bis 
17, insbesondere Nutzpf lanzen, wie Sojabohne, Raps, Tomate, 
10 Zuckerriibe, Kartoffel, Baijinwolle, Tabak, sowie Zierpf lanzen 
Oder B&ume. 



19. Monokotyle Pflanzen gemaS einem der Anspraehe 10 bis 
17, insbesondere Oetreide wie Hafer, Weizen, Roggen, Gerste, 
15 Reis, Hirse oder Mais. 



20. Transgene Pf lanzenzellen, einschliefilich Proto- 
plasten, die die DNA-Sequenz, eine Promoterregion oder ein 
chixnares Nukleinsauremolekiile gemaS einem der Anspruche 1 bis 9 

20 Oder eine davon abgeleitete OKA-Sequenz enthalten. 

21. Pf lanzenzellen, einschlieSlich Protoplasten, die 
.aufgrund des Fehlens der {im natCLrlichen Zustand vorhandenen) 
DNA-Sequenz 

25 ACTTTTCGAO CCCCTTGAAC TGGAAATTAA TACaiTTTTCC ACTTGACTTT 
TGAAAAGGAG GCAATCCCAC GGGAG6GAA6 CT6CTACCAA CCTTCGTAAT 
GTTAATGAAA TCAAAGTCAC TCAAT6TCCG AATTTCAAAC CTCANCAACC 
CAATAGCCAA T 

Oder aufgrund des Fehlens mindestens eines Pragmentes davon 
30 keine Ozon- induzierbare Expression des naturlicherweise Ozon- 
induzierbaren Gens mehr aufweisen. 

22. Pf lanzenzellen gemlS Anspruch 20, in denen aufgrxind 
der Einfxihrung der DNA-Sequenz gexnaS Anspruch 1 oder mindestens 

35 eines Pragmentes davon eine Ozon- induzierbare Geneacpression 

eines naturlicherweise nicht Qber diese DNA-Sequenz verfugenden 
Gens stattfinden kann. 
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23. Verfahr n zur Srzeugung transgener Pflanzen bzw. 
Pflanzenzell n, in denen die Ozon-induzierbare Bacpressioxi von 
nattirlieherweise Ozon-induzierbaren Abwehrgenen durch Deletion 
der DNA-Sequenz gem&S Anapruch 1 oder aindestens eines 

5 Fragmentea davon in dam Abwehrgen, das diese DNA-Sequenz oder 
eine davon abgeleitete DNA-Sequenz nattirlieherweise enth&lt, 
starJc reduziert bzw. ausgeschaltet wird. 

24. Verfahren gemafi Anapruch 23, in denen die Ozon- 
10 induzierbare Es^reaaion von Stilbensynthasegenen stark 

reduziert bzw. ausgeschaltet wird. 

25. Verfahren gemaS Anapruch 23 oder 24, in denen die 
Ozon- induzierbare Eaqpression des Vstl-Gens aus Weinrebe stark 

15 reduziert bzw. ausgeschaltet wird. 

26. Verfahren zur Erzeugtxng transgener Pflanzen bzw. 
P£3.anzenzellen, in denen ein oder mehrere Gene, deren 
Expression natiirlicherweiae nicht oder nicht weaentlich durch 

20 Ozon induziert wird, aufgrund der Einfuhrung der DNA-Sequenz 
gooififi Anspruch 1 oder mindeatens eines Fragment es davon durch 
Ozon induzierbar sind. 

« 

27 • Verfahren gemaS Anspruch 26, in denen ein oder 
25 mehrere Katalase- und/oder Superoxiddissiutase-Gene dxirch Ozon 
induzierbar aind. 

28. Verfahren gemafi Anspruch 26, in denen ein oder 
mehrere Reportergene durch Ozon induzierbar sind. 

30 

29. Verfahren zur Beseitigung der Ozon-lnduzierbarlceit 
von natilrlicherweise Ozon-induzierbaren Abwehrgenen, die die 
DNA-Sequenz gem&fi Anspruch 1 oder eine davon abgeleitete DNA- 
Sequenz naturlicherweise enthalten, durch Deletion oder 

35 Inaktivierung der DMA-Sequenz gemaS Anspruch 1 oder mindestens 
eines Fragmentes davon. 

30. Verfahren gemaS Anspruch 29, in dem das Gen ein 
Stilbensynthase-Gen ist. 
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31. Verfahren gemafi Anspruch 29 oder 30, In dem das Gen 
das Vstl-Gen aus Welnrebe ist. 

32. Verfahren zur Erzeugrung von Ozon-lnduzierbarer 

5 Merkmalsauepragtmg in transgenen Pflanzen bzw. Pf lanzenzellen 
durch Einfttgen der DNA-Sequenz gemaS Anspruch 1 oder mindestens 
elnes Fragmentes davon in solche Gene, die naturlicherweise 
nicht Oder nicht wesentlich durch Ozon induzierbar sind. 

^° 33* Verwendung der DNA-Sequenz genaS Anspruch 1 oder 

eines Fragmentes davon zur Aufifindimg Ozon-responsiver 
Sequenzbereiche in pflanzlichen Genen. 

34. Verwend\ing der DNA-Sequenz gemafi Anspruch 1 oder 
15 eines Fragments davon zur Erzeugtmg ozon-induzierbarer 

Merkmalsauspragung in transgenen Pflanzen bzw. Pflanzenzellen. 

35. Verwendung der DNA-Sequenz gemafi Anspruch 1 oder 
eines Fragments davon zur Erzeugung von Pflanzen gemafi Anspruch 

20 17, die als Biomonitoren zur quantitativen und/oder qualitati- 
ven Bestimmung von Ozon-Konzentrationen eingesetzt werden 
konnen. 

36. Verwendung der Proaotorreglon gemfifi einem der 

25 Anspruche 4 bis 6 zur Erzeugung erhohter pathogen- aber nicht 
ozon-induzierbarer Krankheitareslatenz in transgenen Pflanzen. 



30 
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